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Der Herzinfarkt mitsamt seinen Folgen stellt in den Industrienationen eine der
Haupttodesursachen der Bevo¨lkerung dar. Im Jahr 2007 starben in Deutschland ins-
gesamt 358.684 Personen an Krankheiten des Herz-Kreislaufsystems. Den gro¨ßten
Anteil daran hatte mit u¨ber 7% der Myokardinfarkt (StBA 2008)
Als Folge des Infarkts kommt es im Bereich der Infarktnarbe und des nicht betrof-
fenen Myokards zu unterschiedlichen Vera¨nderungen. Diese Umbauvorga¨nge werden
unter dem Begriff des
”
Remodeling“ zusammengefasst. Dabei stellt das terminale
Herzversagen als Folge des Herzinfarkts und des folgenden Remodelings das bedeu-
tendste Problem dar (Kannel 1988; Kannel und Cupples 1988; Remes et al.
1992; Cohn et al. 2000). Wa¨hrend es einerseits durch neue Therapiemo¨glichkeiten in
der Behandlung von akuten Herzinfarkten zur signifikanten Abnahme der Letalita¨t
kommt, ist andererseits die Inzidenz von Herzversagen bei u¨berlebenden Patienten
deutlich angestiegen. 54% bis 70% der Patienten mit einer koronaren Herzerkran-
kung entwickeln in den westlichen La¨ndern eine Herzinsuffizienz (McMurray und
Stewart 2000; Hoppe et al. 2005), deren Therapiemo¨glichkeiten limitiert sind.
Die Morbidita¨t und Mortalita¨t der Patienten mit Herzinsuffizienz ist hoch und die
Therapien beno¨tigen einen Großteil der Ressourcen des Gesundheitswesens. Eine
zentrale Stellung bei den Umbauprozessen, die am Herz aufgrund einer Herzinsuf-
fizienz auftreten, nimmt auf molekularer Ebene die Kalzium-sensitive Phosphatase
Calcineurin ein (Frey et al. 2000a).
Mithilfe experimenteller Untersuchungen soll in dieser Arbeit an drei verschiede-
nen Mausmodellen der Einfluss des Z-Scheiben-Proteins Calsarcin-1 auf Calcineurin
in-vivo untersucht werden. Um das Untersuchungsziel zu verwirklichen, erfolgt der
Vergleich von Calsarcin-1 knockout-, Calsarcin-1 transgenen und Wildtyp-Ma¨usen
nach Infarktoperation. Das linksventrikula¨re Remodeling nach Myokardinfarkt der





2.1 Durchblutungssto¨rungen des Myokards
2.1.1 Definition
Pathologisch-anatomisch wird der Myokardinfarkt – auch als ischa¨mischer In-
farkt bezeichnet – als Koagulationsnekrose eines gro¨ßeren Myokardbezirks definiert
(Riede et al. 2004; Erdmann 2006). Er ist die Folge eines la¨nger andauernden
Durchblutungsstopps in einem umschriebenen Herzmuskelabschnitt. Das Ausmaß
der koronaren Herzkrankheit, die Stoffwechselaktivita¨t (Schaper 1990) und der
damit verbundene Sauerstoffverbrauch zum Zeitpunkt des Verschlusses und der Kol-
lateralisierungsgrad bestimmen neben der Zeitdauer des Koronarverschlusses die In-
farktgro¨ße (Capone und Most 1978; Montoya et al. 1978; Higginson et al. 1983;
Pislaru et al. 1997). Dabei stellt die Zeitdauer das wichtigste Kriterium fu¨r die Ent-
stehung eines Infarkts dar. Wird die sog. Wiederbelebungszeit u¨berschritten, ist die
Scha¨digung des Herzmuskels irreversibel. In den betroffenen Bezirken kommt es zur
Ausbildung einer Gewebsnekrose, in der funktionelles Gewebe durch minderwertiges
Narbengewebe ersetzt wird (Erdmann 2006). Der Infarkt beginnt subendokardial,
im Zentrum des Versorgungsgebietes der Koronararterie. Danach findet eine Aus-
breitung in den Innenschichten und anschließend zum Epikard statt1 (Reimer und
Jennings 1979; Gerber 2007). Die endgu¨ltige Gro¨ße eines Infarkts wird erst nach
einigen Stunden erreicht (Erdmann 2006).
Hibernierendes Myokard und Stunned-Myokard
Geringere Einschra¨nkungen in der Durchblutung der Herzmuskulatur fu¨hren nicht zu





Myokard3 verursachen. Ein hibernierendes Myokard kann sich in einem chronisch
minderdurchbluteten Gebiet, z. B. in der Infarktrandzone, ausbilden (Reimer und
Jennings 1979; Conti 1991). Dabei kommt es zum Abbau vieler Myofibrillen. Das
Zytoplasma der Zellen erscheint hell und aufgetrieben. Die Funktionalita¨t der Zellen
nimmt in gleicher Weise wie ihr Differenzierungsgrad ab. Hort (2000) beschreibt
bei wiederhergestellter Durchblutung eine Restitution der Zellorganellen. Bei einem
beta¨ubten Myokard werden durch ku¨rzere Minderdurchblutung Myozyten in ihrer
Kontraktilita¨t gescha¨digt. Diese Scha¨digung ist jedoch reversibel und kann sich auch
bei globalen Ischa¨mien und kardioplegischem Herzstillstand entwickeln. Die mor-
phologischen Vera¨nderungen sind gering und ko¨nnen sich mikroskopisch durch ein
leichtes Auseinanderru¨cken der Myofibrillen a¨ußern (Zhao et al. 1992).
2.1.2 Kausalpathogenetische Faktoren
Die Hauptursache fu¨r die Entstehung eines Myokardinfarkts ist in 80 bis 95% der
Fa¨lle eine vorbestehende Atherosklerose der Koronararterien. Infarktauslo¨ser ist ein
lumenverschließender Thrombus, der sich auf ein atheromato¨ses Beet aufpfropft
(Schaefer et al. 2010). Eine nur gelegentlich auftretende Ursache fu¨r die Ent-
stehung eines Myokardinfarkts besteht darin, dass die Sauerstoffversorgung durch
einen Koronarspasmus unter einen kritischen Wert fa¨llt. Ebenfalls selten sind ei-
ne Endangiitis obliterans oder Plaqueeinblutung (Assmann et al. 2002; Erdmann
2006).
2.1.3 Herzinfarkt bei Tieren
Anders als bei Menschen ist der Herzinfarkt bei Tieren eine a¨ußerst selten vorkom-
mende Erkrankung. Infarkte bei 32 Hunden und fu¨nf Katzen wurden in der Zeit
zwischen 1985 und 1994 von Driehuys et al. (1998) beschrieben. Kausalpathogene-
tisch stehen dabei bei Hunden entzu¨ndliche Ursachen wie Vaskulitiden, bakterielle
Endokarditiden und Septika¨mien im Vordergrund. Auslo¨send ko¨nnen allerdings auch
arteriosklerotische Vera¨nderungen im Bereich der Koronargefa¨ße und subvalvulare
Aortenstenosen sein. Bei Katzen gelten Kardiomyopathien und Thrombembolien als
Risikofaktoren (Driehuys et al. 1998).
3engl. stunned myocardium
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2.1.4 Formalpathogenese
Zu fru¨hen funktionellen Vera¨nderungen bei einem Myokardinfarkt kommt es bereits
vor Ablauf der Wiederbelebungszeit (Erdmann 2006). Auf subzellula¨rer Ebene sind
durch den Durchblutungsstopp zuerst die Mitochondrien betroffen. Diese zeigen
aufgrund des Sauerstoffmangels eine tru¨be Schwellung mit Kalziumablagerungen
(Hort und da Canalis 1965; Hort 1968). Der Stoffwechsel wird auf anaerobe
Glycolyse umgestellt. Nach dem schnellen Abfall des ATP-Gehalts kommt es zum
intrazellula¨ren Laktatanstieg. Das Membranpotential wird instabil. Durch das Versa-
gen der Natrium-Kalium-Pumpe stro¨men Natrium, Kalzium und Wasser in die Zel-
len. Dem Zello¨dem folgt eine Zellkernschwellung und schließlich eine Kernpyknose.
Die gescha¨digten Herzmuskelzellen aktivieren die Membranphospholipase. Dadurch
werden Leukotriene und Prostaglandine gebildet. Intrazellula¨res Kalium tritt bereits
innerhalb der ersten Minute nach Sauerstoffverlust in das Interstitium aus. Die da-
durch entstehenden Sto¨rungen der Polarisation der Zellmembran lassen sich bereits
im EKG nachweisen (sog. S-T-Hebung) (Riede et al. 2004). Neben der Laktatdehy-
drogenase (LDH) steigen im Plasma auch die Werte der Aspartat-Aminotransferase
(AST, ASAT, GOT) an. Dieser Enzymanstieg ist, ebenso wie der Anstieg der Crea-
tinwerte (CK, in MB-Isoform), wenig sensitiv. Als Biomarker ko¨nnen die Werte der
kardialen Troponine (Troponin T 4 und Troponin I 5) im Blut nachgewiesen werden.
2.1.5 Morphologie
Histologisch muss man zwischen einem akuten Myokardinfarkt, einem Myokardin-
farkt in Organisation und einem abgeheilten/vernarbten Infarkt unterscheiden. In-
nerhalb der ersten 30 bis 60 Minuten kommt es durch die Zellscha¨digung zu einem
Myokardfasero¨dem. Nach vier Stunden entsteht das Bild einer Koagulationsnekrose.
Neutrophile Granulozyten und Makrophagen werden angelockt, die am Abbau des
nekrotischen Gewebes mitwirken. Innerhalb von 24 Stunden sind so viele Makropha-
gen und Leukozyten in das gescha¨digte Gewebe eingewandert, dass man von einem
sog. leukozyta¨ren Randsaum spricht. Bei einemMyokardinfarkt in Organisation wird
4Es besitzt ein Molekularmasse von 30-40 kDa und ist fu¨r die Bindung an das Tropomyosin
verantwortlich (Silbernagel und Despopoulos 2001).
5Das inhibitorische Troponin besitzt eine Molekularmasse von 23-25 kDa und weist eine starke
Affinita¨t fu¨r Aktin auf (Silbernagel und Despopoulos 2001).
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innerhalb von zwei bis drei Wochen die Nekrose abgebaut und durch Granulations-
gewebe ersetzt. Man kann Reste von zerfallenen Kardiomyozyten erkennen, die von
einem kapillarreichen Granulationsgewebe umgeben werden. Neugebildete kollagene
Fasern sind nur spa¨rlich vorhanden (Yue et al. 1998).
Bei einem abgeheilten Infarkt wird das Granulationsgewebe durch kollagenrei-
ches sowie zell- und kapillararmes Narbengewebe ersetzt (Whittaker et al. 1989).
Die kollagenen Fasern sind darin weitgehend parallel angeordnet und fu¨gen sich
in die Verlaufsrichtung der Herzmuskelfasern ein (Hort 1968, 2000; Zimmerman
et al. 2000). In großen Narben werden auch elastische Fasern neu gebildet (Hort
1968, 2000). Daher besitzen große Infarktnarben eine gewisse Dehnbarkeit, aller-
dings keine nennenswerte Kontraktionsfa¨higkeit. Trotz des Bindegewebes kommt es
zu keiner Schrumpfung der Infarktnarbe, vermutlich durch den rhythmischen Zug an
den Narbenra¨ndern bei der Ausweitung des Herzmuskels in der Diastole (Pfeffer
und Braunwald 1990).
2.1.6 Unterscheidung verschiedener Infarkttypen nach
Topographie, Gro¨ße und zeitlichem Verlauf
Man unterscheidet zwischen einem Innenschichtinfarkt, bei dem nur das subendo-
kardiale Myokard betroffen ist, und dem klassischen transmuralem Infarkt, bei dem
alle Myokardschichten im betroffenen Gebiet nekrotisch werden. Die Infarktgro¨ße
wird folgendermaßen klassifiziert: klein (weniger als 10% der Oberfla¨che des linken
Ventrikels betroffen), mittel (10 bis 30% der Oberfla¨che des linken Ventrikels) und
groß (mehr als 30% der Oberfla¨che des linken Ventrikels) (Alpert et al. 2000).
Nach dem pathologischen Erscheinungsbild werden akute (sechs Stunden bis sieben
Tage alte), sich in Heilung befindende (sieben bis 28 Tage alte) und geheilte (29
Tage und a¨lter) Infarkte unterschieden (Alpert et al. 2000). Nach den unterschied-
lichen Stenosetopographien lassen sich Vorderwandinfarkte, Hinterwandinfarkte und
Seitenwandinfarkte unterscheiden.
2.1.7 Klinik und Therapie
Der von der Durchblutung abgeschnittene Teil der Herzmuskulatur stirbt aufgrund
eines Sauerstoff- und Glukosemangels innerhalb ku¨rzester Zeit ab. Der Ausfall
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von funktionstu¨chtigem Muskelgewebe hat eine verminderte Herzleistung zur Fol-
ge. U¨ber β-Rezeptoren wird die Schlagfrequenz, u¨ber α-Rezeptoren der periphe-
re Gefa¨ßwiderstand vergro¨ßert. Die kardiale Situation wird durch den gesteigerten
Sauerstoffbedarf des Herzens noch verschlechtert. Die ischa¨mischen Zellen verlieren
Kalium-Ionen, welche nozizeptive Nervenfasern erregen und so an der Auslo¨sung
der fu¨r den Herzinfarkt typischen starken Schmerzen (sog. Vernichtungsschmerz)
beteiligt sind (Riede et al. 2004).
Therapeutisch wird eine optimale Sauerstoffversorgung des Herzens, die Schmerz-
beka¨mpfung und Vermeidung weiterer Blutgerinnsel angestrebt. Verabreicht werden
in der Regel Sauerstoff u¨ber eine Nasensonde/Maske, Glyceroltrinitrate sublingual
als Kapsel oder als Spray sowie Morphinpra¨parate intraveno¨s. Damit wird der Sau-
erstoffbedarf des Patienten gesenkt. Allerdings stellt die Verabreichung von Beta-
blockern die wichtigste Sauerstoffentlastung des Herzens dar. Fu¨r die Fibrinolyse ist
die intraveno¨se Gabe von Acetylsalicylsa¨ure sowie Heparin entscheidend. Bei Kom-
plikationen wie U¨belkeit oder Erbrechen ko¨nnen Antiemetika verabreicht werden,
bei vagalen Reaktionen Atropin und im kardiogenen Schock Katecholamine (Libby
et al. 2008).
Stammzelltherapie
In der Literatur werden Versuche beschrieben, die Pumpfunktion des Herzmuskels
nach einem Herzinfarkt durch Stammzellen positiv zu beeinflussen. Dabei kommen
verschiedene Techniken zum Einsatz. Bei der einen werden Stammzellen aus dem
Blut oder dem Knochenmark gewonnen. Diese werden mittels eines Herzkatheters
in das betroffene Herzareal injiziert. Bei der anderen wird die Stammzellproduktion
durch eine subkutane Injektion von granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF)
gefo¨rdert (Lutz et al. 2008). Die beiden Methoden finden bis jetzt nur experimentel-
le Anwendung. Pra¨klinische Studien an Tieren und erste Anwendungen an Menschen
haben zu sehr unterschiedlichen Resultaten gefu¨hrt (Passier et al. 2008; Hou et al.
2012). Ein Nachteil bei der Injektion von Stammzellen scheint auch darin zu liegen,




2.1.8 Komplikationen des Myokardinfarkts
Bei den Komplikationen, die durch einen Herzinfarkt auftreten ko¨nnen, muss zwi-
schen solchen unterschieden werden, die noch in der Akutphase des Herzinfarkts auf-
treten und solchen, die aufgrund der Umbauprozesse und der Heilungsbemu¨hungen
des Herzmuskels zutage treten. Dabei fu¨hren diese Komplikationen nicht selten
zum Tod des Patienten. Herzrhythmussto¨rungen sind in der fru¨hen Infarktpha-
se ha¨ufig. Etwa 50 bis 60% der Todesfa¨lle des akuten Koronarverschlusses tre-
ten in der Pra¨hospitalphase ein und sind u¨berwiegend durch Kammerflimmern be-
dingt (Erdmann 2006). Als weitere Komplikationen kann das Epikard oberhalb
der Nekroseregion fibrino¨s-entzu¨ndlich reagieren (Libby et al. 2008). Durch diese
Entzu¨ndung verwachsen ha¨ufig die Herzbeutelbla¨tter miteinander. Auch Verwach-
sungen mit dem angrenzenden Lungengewebe sind zu beobachten. Durch die ein-
geschra¨nkte Beweglichkeit des Ventrikels im ischa¨mischen Infarktgebiet kommt es
zur systolischen Ausweitung des Gewebes und im weiteren Verlauf schließlich zur
Bildung eines Aneurysmas (Pfeffer und Braunwald 1990). Durch nekrotische
und granulozyta¨r-proteolytische Umbauprozesse weicht das Myokard auf. An diesen
Stellen kann der Ventrikel innerhalb der ersten sieben Tage nach einem Herzin-
farkt rupturieren (Sun et al. 2004; Erdmann 2006). Bei einem intakten Herzbeutel
fu¨hrt die austretende Blutmenge zu einem Perikarderguss und schließlich zu ei-
ner Herzbeuteltamponade. Bei nicht vorhandenem Herzbeutel kommt es durch die
austretende Blutmenge zu einem perakuten Verbluten in den Brustkorb (s. dazu
auch S. 83). Als weitere Komplikation tritt eine Mitralinsuffizienz aufgrund einer
Papillarmuskelnekrose und parietale Endokardthrombosen auf (Libby et al. 2008).
Die bedeutendste Langzeitkomplikation stellt allerdings die akute oder chronische
Herzinsuffizienz dar.
2.2 Remodeling nach Myokardinfarkt
2.2.1 Definition
Als Remodeling werden allgemein Umbauvorga¨nge bezeichnet, mit denen ein Ge-
webe auf gea¨nderte intrinsische oder extrinsische Umweltbedingungen reagiert. Ei-
ne U¨bersicht u¨ber die verschiedenen Reaktionswege in der Herzmuskulatur findet
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sich bei Frey und Olson (2003). Das Remodeling nach einem Myokardinfarkt
verla¨uft asymmetrisch (Swynghedauw 1999): Man unterscheidet zwischen einem
fru¨hen und einem spa¨ten Remodeling. Ersteres findet in den ersten 72 Stunden nach
Myokardinfarkt statt und betrifft vor allem das Infarktgebiet und seine Randzo-
nen. Letzteres betrifft A¨nderungen der Gro¨ße und Geometrie des gesamten Ven-
trikels. Wa¨hrend der nicht betroffene Anteil des Ventrikels mit Hypertrophie der
Kardiomyozyten auf die gea¨nderten biomechanischen Verha¨ltnisse reagiert, kommt
es im Infarktgebiet und an den Ra¨ndern der Infarktnarbe zur Dilatation. Beson-
ders das Remodeling des linken Ventrikels gilt als ein wichtiger Prozess fu¨r das
Entstehen und die Progression einer Herzinsuffizienz (Pfeffer und Braunwald
1990). Das Ausmaß des Remodeling ha¨ngt vor allem von der Infarktgro¨ße, der Zeit
bis zur Wiederero¨ffnung des Gefa¨ßes, dessen Blutzufuhr unterbunden war, und der
ha¨modynamischen Belastung des Ventrikels ab (Pfeffer und Braunwald 1991).
Infarktexpansion und Infarktextension
Innerhalb der ersten Woche kommt es zur Infarktexpansion sowie zur progredienten
Dehnung und Ausdu¨nnung des zirkumferentiellen Infarktgebietes (Tennant und
Wiggers 1935; Weisman und Healy 1987; Pfeffer und Braunwald 1991;
Mitchell et al. 1992). Dabei liegt im involvierten Ventrikel die gro¨ßte Wandbean-
spruchung an der Grenze zwischen dem Infarktgebiet und dem intakten Myokard
(Bogen et al. 1980). Aufgrund der drastisch erho¨hten Wandspannung kommt es in
den Randzonen zu einer enormen Dehnung und Verschiebung in der Myokardarchi-
tektur mit einer reduzierten Kardiomyozytendichte (sog. side-to-side-slippage) bis
hin zu Zellrupturen (sog. Infarktextension) (Linzbach 1976; Olivetti et al. 1990;
Beltrami et al. 1994). Im Extremfall kann dies sogar zur Ventrikelruptur fu¨hren.
Die Dilatation des Ventrikels kann als Kompensationsmechanismus in Hinblick auf
die Dysfunktion des Ventrikels verstanden werden. Durch sie soll das Schlagvolumen
trotz abnehmender Ejektionsfraktion aufrechterhalten und die erho¨hte Wandspan-
nung reduziert werden (Pfeffer und Braunwald 1990).
2.2.2 Formalpathogenese
Der nicht betroffene Anteil des Ventrikels reagiert auf den biomechanischen Stress
mit Hypertrophie der Kardiomyozten (Frey und Olson 2003). Da es sich beim
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Herzen um ein zellkonstantes Organ handelt, bei dem die endgu¨ltige Zellzahl be-
reits bei der Geburt festgelegt ist, kann der Herzmuskel nicht durch Hyperplasie
reagieren, obwohl bei Kajstura et al. (1994) Mitosen der Kardiomyozyten im
Randbereich des Infarkts beschrieben werden. Gleiches belegt die Studie von Berg-
mann et al. (2009). Als Hypertrophie bezeichnet man die Zunahme der Zellgro¨ße,
die aus vermehrter Synthese von Strukturproteinen und Zellorganellen resultiert.
Ist durch Hypertrophie eine genu¨gend große Anzahl von Zellen betroffen, so folgt
daraus eine Vergro¨ßerung des Organs. Insgesamt lassen sich zwei Hypertrophiearten
unterscheiden: zum einen die neurohumorale Hypertrophie, die durch erho¨hte hor-
monelle Stimulation induziert wird und zum anderen eine Form, die durch vermehrte
Arbeitsbelastung des Organs hervorgerufen wird. Dabei la¨sst sich nicht nur eine ge-
nerelle Massenzunahme des Organs beobachten, sondern auch eine A¨nderung der
ra¨umlichen Beziehungen der Zellen zueinander und zu den extraparenchymato¨sen
Geweben (Olson und Williams 2000). In der Muskulatur kommt es zur vermehr-
ten Organisation der Sarkomere (Linzbach 1956), zur Reaktivierung von Fru¨he-
Phase-Genen, wie c-fos und c-myc (Chien et al. 1991; Chien 1997; Gidh-Jain
et al. 1998) und fetaler Gene (Holtz 1993; Morita et al. 1993; Michel et al.
1995; Gidh-Jain et al. 1998). Bei diesen handelt es sich um Isoformen von Genen,
die sowohl im fetalen als auch im adulten Gewebe vorkommen. Bei Ma¨usen werden
im hypertrophierten Gewebe die fetalen Isoformen wie ANP (Schoensiegel et al.
2007), BNP, β-myosin heavy chain (MHC) und α-skeletal Actin heraufreguliert, die
Produktion adulter Gene wie α-MHC und α-kardiales Actin wird herunterreguliert.
Durch die Hypertrophie wird – entsprechend dem Laplace-Gesetz6 – die Wand-
spannung gemindert (Libby et al. 2008). Allerdings kann sich die Hypertro-
phie spa¨ter zur Maladaption entwickeln und ein Fortschreiten der Herzinsuffizi-
enz begu¨nstigen. Durch das u¨berma¨ßige Dickenwachstum der Muskulatur entsteht
eine relative Abnahme der Kapillardichte und in deren Folge eine Ischa¨mie und
Verminderung der Koronarreserven (Breisch et al. 1984; Cannon et al. 1987).
Das anfa¨nglich bestehende Gleichgewicht zwischen der kompensatorischen Dilata-
tion und Hypertrophie des Ventrikels gera¨t dadurch schnell ins Wanken. Dies hat
Auswirkungen auf das Fu¨llungsvolumen des Herzens und treibt die ventrikula¨re Er-
weiterung und Dysfunktion voran (Pfeffer und Braunwald 1990). Neben der
6nach dem Laplace-Gesetz gilt: σ = p × r
2h
mit σ Wandspannung, p Druck, r Radius und h
Wanddicke
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kardiomyozyta¨ren Hypertrophie kommt es in dem Teil des Myokards zu Apoptosen
und Nekrosen, der nicht direkt durch das Infarktgeschehen betroffen ist. Dies fo¨rdert
eine Progression der Herzinsuffizienz (Tan et al. 1991; Fliss und Gattinger 1996;
Olivetti et al. 1997).
2.2.3 Therapie
Neuere Therapieansa¨tze machen sich diese mo¨gliche Regeneration des Myokard zu-
nutze und siedeln Stammzellen in dem ischa¨mischen Gebiet an (Lutz et al. 2008).
Aus diesen sollen sich funktionstu¨chtige Kardiomyozyten entwickeln. Allerdings fin-
den diese Ansa¨tze, wie schon bereits in Kapitel 2.1.7 auf S. 6 erla¨utert, noch keinen
Eingang in klinische Therapie.
2.2.4 Histologie
Mikroskopisch vollzieht sich bei der kardialen Hypertrophie ein a¨hnlicher Prozess
wie beim Herzwachstum nach der Geburt (Holtz 1993; Morita et al. 1993; Mi-
chel et al. 1995; Gidh-Jain et al. 1998). Dabei kommt es zur Verbreiterung und
Verla¨ngerung der Herzmuskelfasern. Allerdings kann man bei der
”
pathologischen“
Myokardhypertrophie auch eine Gro¨ßenzunahme der Herzmuskelzellkerne beobach-
ten. Ha¨ufig treten polyploide Kerne auf. Das Kernwachstum bleibt jedoch hinter
demWachstum der Zellen zuru¨ck, wodurch sich das Kern-Plasma-Verha¨ltnis zuguns-
ten des Zellplasmas verschiebt. Vermehrt werden im Interstitium kollagene Fasern,
insbesondere das Kollagen Typ I und Typ III, gebildet (Cleutjens et al. 1995;
Zimmerman et al. 2000). Diese Neubildung geht mit einer vermehrten mRNA-
Konzentration dieser Proteine einher. Quervernetzungen zwischen den Kollagenen
erho¨hen die Steifigkeit des Herzmuskels und fu¨hren zu einer diastolischen Dysfunkti-
on. Durch die vera¨nderte Anordnung von Myokardfasern und Myofilamenten kommt
es auch zu A¨nderungen der Zellmatrixproteine wie Desmin, Vimentin und Titin
(Erdmann 2006). Dies fu¨hrt zu einer weiteren Einschra¨nkung der Kontraktilita¨t





Eine Herzinsuffizienz besteht, wenn das Herz nicht mehr in der Lage ist, die Ver-
sorgung der Peripherie mit Sauerstoff und Substraten in Ruhe oder unter Belastung
sicherzustellen (WHO, 1995). Trotz ausreichender diastolischer Fu¨llung zeigt sich
ein unzureichendes Herzminutenvolumen (Hoppe et al. 2005). Je nach maßgebli-
cher Beteiligung werden Linksherz-, Rechtsherz- und Globalinsuffizienz unterschie-
den. Nach Zeitverlauf existieren die akute Herzinsuffizienz, die innerhalb weniger
Minuten bis Stunden entsteht, sowie die chronische Insuffizienz, die sich innerhalb
von Wochen bis Monaten entwickelt. Weiterhin wird unterschieden zwischen einer
systolischen und einer diastolischen Herzinsuffizienz. Oft existieren allerdings beide
Formen nebeneinander. Bei der systolischen Herzinsuffizienz liegt eine Ventrikelkon-
traktionssto¨rung vor. Damit kann das Blut wa¨hrend der Systole nicht effektiv aus
dem Ventrikel gepumpt werden. Bei der diastolischen Herzinsuffizienz ist die Relaxa-
tion des Ventrikels und dadurch die Fu¨llung in der Diastole sowie die Dehnbarkeit
des Herzens gesto¨rt (Bo¨hm 2002; Libby et al. 2008). Entsprechend dem Schwe-
regrad der Erkrankung erfolgt die Einteilung in Ruhe- und Belastungsinsuffizienz.
Nach der New York Heart Association (NYHA) findet eine funktionelle Klassifizie-
rung von Patienten mit Herzerkrankungen in vier Gruppen statt:
• I Keine Beschwerden, normale Belastbarkeit.
• II Beschwerden bei normaler ko¨rperlicher Belastung.
• III Beschwerden schon bei leichter ko¨rperlicher Belastung.
• IV Beschwerden in Ruhe, Verschlechterung schon bei geringster ko¨rperlicher
Belastung (Erdmann 2006).
Folgende Faktoren charakterisieren das insuffiziente Herz: eine verminderte Dehn-
barkeit, ein vergro¨ßertes enddiastolisches Ventrikelvolumen, ein vergro¨ßerter end-





Als Hauptursachen fu¨r die Entwicklung des Symptomenkomplexes einer Herzinsuffi-
zienz gelten nach der Framingham-Studie7 Bluthochdruck und koronare Herzkrank-
heiten (Kannel und Cupples 1988; Kannel 1988). Letztere ko¨nnen einen Myo-
kardinfarkt hervorrufen (Ho et al. 1993). Bei 16% der Patienten mit Erstinfarkt
beobachtete Gaudron et al. (1993) und Ertl et al. (1993) in den ersten vier Wo-
chen die Entwicklung einer begrenzten, kompensierten Dilatation. Bei 20% dieser
Patienten schritt diese fort und fu¨hrte zu einer schweren Herzinsuffizienz. Als weitere
Ursachen fu¨r die Entwicklung einer Herzinsuffizienz gelten Diabetes mellitus, Kar-
diomyopathien unterschiedlicher Genese (idiopathisch, entzu¨ndlich, heredita¨r) und
Herzklappenerkrankungen bzw. Herzklappenfehler.
2.3.3 Pathophysiologische Regulationsmechanismen
Ein wichtiger Anpassungsmechanismus an die vermehrte Druck- und Volumenbelas-
tung nach dem Verlust an kontraktiler Masse durch den Myokardinfarkt stellen die
ventrikula¨re Hypertrophie und Dilatation dar. Dieser adaptative Prozess vera¨ndert
die Architektur des Herzen. Durch die Hypertrophie des nicht durch den Infarkt
betroffenen Ventrikels kommt es zuerst zur Steigerung der Kontraktionskraft. Ent-
sprechend dem Laplace-Gesetz sinkt gleichzeitig auch die Wandspannung. Obwohl
es sich, wie bereits oben beschrieben, initial um einen Kompensationsmechanismus
handelt, geht dieser Vorgang bei la¨ngerem Bestehen in eine kontraktile Dysfunktion
u¨ber (Katz 1990). Auslo¨ser einer kardialen Hypertrophie ko¨nnen neurohumorale
Faktoren wie Noradrenalin (Schlaich et al. 2003), Angiotensin II (Dostal et al.
1997; Booz et al. 2002; Frank et al. 2007b) und Radikale (Singal et al. 1998)
sein. Eine linksventrikula¨re Hypertrophie gilt als eigensta¨ndiger Risikofaktor, der
den U¨bergang zu einer myokardialen Dysfunktion und Herzinsuffizienz mitbestimmt
(Pfeffer und Braunwald 1990; Frank et al. 2006, 2007c, b, 2008; Kuhn et al.
2009). Der Mechanismus ist sicherlich die vermehrte Einlagerung von Kollagen und
die dadurch hervorgerufene ventrikula¨re Steifigkeit. Die interstitielle Fibrose wird
7In dieser Studie von 1948 wurden erstmals systematisch 5209 Ma¨nner und Frauen, die Einwohner
der Stadt Framingham waren, zur Entstehung koronarer Herzkrankheiten und Atherosklerose
untersucht. Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich u¨ber 32 Jahre. Die Probanden wurden
in dieser Zeit ja¨hrlich untersucht.
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zusa¨tzlich durch die abnehmende Kapillardichte in Bezug auf die kontraktile Mas-
se begu¨nstigt. Das Missverha¨ltnis zwischen Energieangebot und Bedarf fu¨hrt zur
Myozytennekrose (Krams et al. 1998, 2004) und zur fortschreitenden Vernarbung
des funktionellen Gewebes. Durch die Kammersteifigkeit kommt es zur Sto¨rung der
Relaxation und zur diastolischen Dysfunktion.
2.3.4 Klinik der Herzinsuffizienz
Der kardiogene Schock stellt die schwerste Form der Herzinsuffizienz dar. Typische
Symptome sind schwere Dyspnoe, Apathie, kalter Schweiß, Tachykardie, schwacher
und schneller Puls sowie kalte Extremita¨ten. Im schlimmsten Fall kommt es zum
Herz-Kreislaufversagen und Tod. Je nach Schweregrad der chronischen Herzinsuf-
fizienz (s. Kapitel 2.3.1 auf S. 12) treten O¨deme, kardiale Kachexie oder Venen-
stauungen auf. Es kann eine Hepatomegalie und/oder ein Pleuraerguss entstehen.
Tachykardien werden auskultatorisch geho¨rt. Im Blut steigen BNP und ANP an,
wa¨hrend ansonsten eine Hyponatria¨mie auftritt. Die chronische Herzinsuffizienz hat
stadienabha¨ngig nach einem Krankheitsverlauf u¨ber Wochen bis Jahren eine hohe
Letalita¨t von 20 bis 30% (Ho et al. 1993).
2.3.5 Therapie
Fu¨r die Therapie der akuten Herzinsuffizienz s. Kapitel 2.1.7. Therapeutisch wird
das chronisch gescha¨digte Herz vor Stresshormonen mit Beta-Blockern und ACE
Hemmern
”
abgeschirmt“. Die ACE Hemmer fo¨rdern auch die Durchblutung der
lebenswichtigen Organe. Diuretika erho¨hen außerdem die Flu¨ssigkeitsausscheidung.
Symptomatisch ko¨nnen Digitalispra¨parate und ggf. Antikoagulantien angewendet
werden.
Kalzium als second messenger
Kalzium spielt die zentrale Rolle als Botenstoff. Es ist nicht nur unerla¨sslich fu¨r die
Kontraktilita¨t von Muskelgewebe, sondern auch fu¨r das Zellwachstum und die Gen-
expression (Frey et al. 2000a). Damit der intrazellula¨re Ca2+-Gehalt in der nicht-
erregten Zelle gegenu¨ber dem Extrazellularraum konstant bei 0,1 µM gehalten wird
(Dolmetsch et al. 1997; Hogan et al. 2003), sind in der Zelle zwei Transportsys-
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teme fu¨r die Ausschleusung von Ca2+ vorhanden: zum einen der Natrium-Kalzium-
Austauscher, zum anderen die Ca2+-ATPase (Bers 2002, 2008). Fu¨r die Erho¨hung
der intrazellula¨ren Kalzium-Konzentration stehen drei Mechanismen zur Verfu¨gung:
Beim ersten fu¨hren Liganden-regulierte Kalziumkana¨le zu einer erho¨hten intrazel-
lula¨ren Kalziumkonzentration. Beim zweiten werden u¨ber G-Protein gekoppelte Re-
zeptoren Kalziumionen aus dem Extrazellularraum in die Zelle eingeschleust. Der
dritte Mechanismus funktioniert u¨ber ein O¨ffnen von spannungsregulierten Kalzi-
umkana¨len (Stryer 1999).
Der intrazellula¨re Kalziumgehalt muss niedrig gehalten werden, weil innerhalb
der Zelle eine große Anzahl von Phosphatestern vorhanden ist. In Verbindung mit
Kalziumionen, bilden diese schwer lo¨sliche und somit fu¨r die Zelle toxische Kalzi-
umphosphate. Deshalb fungieren viele intrazellula¨re Proteine und Organellen als
Kalziumpuffer. Eine dieser Organellen ist das endoplasmatische oder das sarkoplas-
matische Retikulum (Beuckelmann et al. 1992).
A¨nderungen in dem Membranpotential der Herzmuskelzelle fu¨hren zu ei-
nem Kalzium-Einstrom durch spannungsregulierte L-Typ Kalziumkana¨le. Die
O¨ffnungswahrscheinlichkeit dieser Kana¨le kann durch die Phosphorylierung der
cAMP-abha¨ngigen Proteinkinase A erho¨ht werden. Nach der O¨ffnung der L-
Kalzium-Kana¨le wird im Zytosol der Herzmuskelzelle aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum ein Kalzium induzierter Kalziumeinstrom u¨ber einen Ryanodin-Rezeptor
ausgelo¨st. Letztendlich kommt es zur Kontraktion durch Bindung von Kalzium an
Troponin-C. Eine schnelle Wiederaufnahme von Kalzium in das sarkoplsamatische
Retikulum erfolgt durch die sarkoplsamatische-Retikulum-Kalzium-ATPase (SER-
CA). Diese wird durch negative Ru¨ckkopplung an Phospholamban (PLB) reguliert
(Zhang et al. 2010). Im sarkoplasmatischen Retikulum ist Kalzium an Kalsequestrin
gebunden. Um den Kalziumhaushalt im sarkoplsamatischen Retikulum konstant zu
halten, wird Kalzium durch einen H+/Kalzium-Austauscher aus der Zelle heraus
befo¨rdert (Frey et al. 2000a; Bers 2002, 2010).
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Durch gea¨nderte Kalziumkonzentrationen im Zytosol und im angrenzenden Extra-
zellularraum ist das insuffiziente Herz nicht mehr in der Lage, seine Kontraktions-
kraft mit zunehmender Schlagfrequenz zu erho¨hen (Hasenfuss und Just 1994).
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Der systolische Kalziumeinstrom ist durch eine gesto¨rte diastolische Elimination
von Kalzium aus dem Zytosol reduziert (Beuckelmann et al. 1992). Die Herz-
auswurfleistung nimmt ab. Dadurch wird das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
aktiviert (Erdmann 2006). Dies hat neben der Aktivierung des sympathischen Ner-
vensystems und des Vasopressinsystems den Sinn, eine Perfusion lebenswichtiger
Organe sicherzustellen (Goodyer und Jaeger 1954; Shah et al. 2010). Der ver-
minderten Auswurfleistung des insuffizienten Herzens wird durch eine Engstellung
der peripheren Gefa¨ße und durch eine Wasserretention entgegenwirkt. Dadurch wird
die Vorlast des Herzens vergro¨ßert. Die Dehnung der Kardiomyozyten fu¨hrt entspre-
chend dem Frank-Starling-Mechanismus8 zu einer erho¨hten Auswurfleistung.
Die Protease Renin spaltet aus dem in der Leber gebildeten Angiotensinogen das
Decapeptid Angiotensin I (Wortscho¨pfung aus Angiotonin und Hypertensin) ab.
Dieses wird mithilfe des Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) in Angiotensin II
gespalten. Es existieren insgesamt zwei Angiotensinrezeptorsubtypen, wobei an den
meisten Organen der AT1-Subtyp u¨berwiegt. Dieser ist G-Protein gekoppelt (Subtyp
Gq/11) und bewirkt u¨ber eine Bildung von IP3 (Inositoltrisphosphat) und Diacylgly-
cerol eine Engstellung der Gefa¨ße (Wettschureck et al. 2001). In der Nebenniere
wird durch Angiotensin II eine Freisetzung von Aldosteron induziert. Gleichzeitig
wird durch Angiotensin II eine vermehrte Noradrenalin-Freisetzung aus der Neben-
nierenrinde hervorgerufen (Millane et al. 2000). Ebenso ist dieses an der Ent-
stehung einer Myozytenhypertrophie (Sadoshima und Izumo 1993; Frank et al.
2008) und einer Myozytenapoptose (Kajstura et al. 1997) beteiligt. Aufgrund der
vermittelten vasokonstriktorischen Wirkung auf die glatte Gefa¨ßmuskulatur und
der direkten Katecholaminfreisetzung kommt es zu einer Erho¨hung der Vor- und
Nachlast des Herzens. Gleichzeitig wird aber auch eine Desensibilisierung der β-
Rezeptoren verursacht, sodass die Herzauswurfleistung letztendlich negativ beein-
flusst wird (
”
negative Beeinflussung der Inotropie“). Auf diese Weise entsteht eine
Dysfunktion der Pumpleistung des Herzens. Gleichzeitig schnellt der Energiebedarf
des Herzens in die Ho¨he. Die Vorlasterho¨hung, die aufgrund der Wasser- und Na-
triumru¨ckresorption durch Aldosteron verursacht wird, tra¨gt im Laufe der Zeit zu
8Nach der von Frank und Starling beschriebenen Kraft-La¨ngen-Beziehung fu¨hrt eine Dehnung
der Herzmuskelfasern zu einer Zunahme der Kontraktionskraft. Dieser Mechanismus la¨sst sich
bei Herzen warmblu¨tiger und wechselwarmer Tiere beobachten. Nach Vordehnung des Muskels
nimmt die entwickelte Kontraktionskraft sogar zu. Der Mechanismus ist nach neueren Unter-
suchungen unabha¨ngig vom intrazellula¨ren Kalziumtransienten (Erdmann 2006).
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Stauungen im Lungenkreislauf bei (Weber et al. 1987; Dostal et al. 1997; Booz
et al. 2002; Frank et al. 2007c).
2.4 Z-Scheibe
Jeder Muskel besteht aus einzelnen Muskelfasern, welche zu Faserbu¨ndeln zusam-
mengefasst sind. Die kleinste subzellula¨re, kontraktile Einheit dieser Faserbu¨ndel
bilden die Sarkomere. Jedes Sarkomer wird von der Z-Scheibe zu beiden Enden hin
begrenzt. An den Z-Scheiben sind die Sarkomere parallel angeordnet. Dadurch wird
sowohl eine intrazellula¨re mechanische Kopplung als auch u¨ber die angeha¨ngten
Kostamere eine extrazellula¨re Kraftu¨bertragung gewa¨hrleistet (Ervasti 2003). An
den Z-Scheiben sind zu beiden Seiten du¨nne Actinfilamente befestigt (d. h. ein Ac-
tinfilament ragt in zwei benachbarte Sarkomere). Zwischen ihren Enden liegen die
dickeren und daher in der lichtmikroskopischen Ansicht dunkleren Myosinfilamen-
te. Fru¨her ging man davon aus, dass die Z-Scheibe lediglich der Querstabilisierung
beim Kontraktionsvorgang dient und von u¨berlappenden du¨nnen Actinfilamenten
gebildet wird (Paniaqua et al. 1996; Clark et al. 2002; Pyle und Solaro 2004;
Frank et al. 2006). Aufgrund neuer Erkenntnisse auf molekularer Ebene kommt der
Z-Scheibe (s. Abbildung 2.1 auf S. 18) eine neue Gewichtung fu¨r die Signaltrans-
duktion in Herz- und Skelettmuskel zu (Frank et al. 2006). Besonders ihrer Rolle
als Dehnungs-Sensor wird eine große Bedeutung beigemessen. Sie ermo¨glicht den
Muskelzellen auf Dehnungs- und Belastungsreize hin bestimmte Gene zu aktivieren,
die auf zellula¨rer Ebene eine Hypertrophie auslo¨sen. Inzwischen hat man Protein-
komplexe mit mehr als 30 unterschiedlichen Komponenten gefunden, von denen eine
Vielzahl an Signalkaskaden beteiligt sind, die in der sog. Mechanotransduktion eine
wichtige Rolle zu spielen scheinen (Pyle und Solaro 2004; Frank et al. 2006).
Eines der Proteine, auf denen dabei ein besonderes Augenmerk liegt, ist – neben
MLP, Melusin und ILK (Integrin-linked-kinase) – Calsarcin-1 (Frey und Olson
2002; Frey et al. 2004; Frank et al. 2007b).
2.4.1 Calsarcin
Entdeckt wurde die Proteinfamilie der Calsarcins u¨ber einen Yeast-two-
hybrid-Screen. Dabei diente eine Untereinheit (CnA-α) der Calcium-Calmodulin
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Abbildung 2.1: Aus Frank et al. (2006): Schematische Darstellung einer Z-Scheibe
mit den bis jetzt bekannten Proteinen. Entdeckt wurde die Familie der
Calsarcins (calcineurin-associated sarcomeric protein) u¨ber ihren Bin-
dungspartner Calcineurin. Mit dieser Kalzium-Calmodulin abha¨ngigen
Phosphatase kolokalisieren sie gemeinsam an der Z-Scheibe. Von den
drei bis jetzt bekannten Isoformen, kommt nur Calsarcin-1 im adul-
ten Herzmuskel vor. Alle Proteine, mit denen Calsarcin-1 interagiert,
spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Kardio-Myopathien.
Zu diesen Proteinen geho¨ren Cypher/ZASP/Oracle, T-cap, γ-Filamin
und Myotilin. Dies gibt einen Hinweis auf die wichtige Funktion, die
Calsarcin-1 bei der Entstehung dieser Krankheiten u¨bernimmt. Unten
links ist die elektronenmikroskopische Aufnahme einer Muskelfaser ab-
gebildet. Die Querstreifung kommt durch das U¨berlappen der du¨nnen
und daher helleren Actinfilamente und dickeren und damit dunkleren
Myosinfilamente zustande. Dabei stellt das Sarkomer, das zu beiden
Seiten durch die Z-Scheibe begrenzt wird, die kleinste kontraktile Ein-
heit eines Muskels dar.
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abha¨ngigen Phosphatase Calcineurin als
”
bait“9. Calcineurin ist bekannt, kardiale
Hypertrophie mit anschließender Kardiomyopathie auszulo¨sen (Molkentin et al.
1998).
Bei dem Yeast-two-hybrid-Screen handelt es sich um eine Methode zum Nachweis
von Protein-Protein-Wechselwirkungen in Hefe. Dabei macht man sich zunutze, dass
die Hefe (in der Regel handelt es sich dabei um die Ba¨ckerhefe Saccharomyces ce-
revisiae) zwei unterschiedliche Doma¨nen besitzt: Die eine dient der Bindung an die
DNA (Bindungsdoma¨ne, GAL4-Bd), die andere aktiviert die Transkription (Aktivie-
rungsdoma¨ne, GAL4-AD). Beide Doma¨nen sind jeweils Teil eines Hybridproteins.
Das erste besteht aus GAL4-Bd und einer Aminosa¨uresequenz, fu¨r die ein Bin-
dungspartner gefunden werden soll. Das zweite Hybridprotein wird von GAL4-AD
und einem mo¨glichen Bindungspartner gebildet10. Kommt es zwischen diesen beiden
Proteinen zu einer nicht-kovalenten Bindung, werden Reportergene exprimiert. Die-
se ko¨nnen durch Wachstum auf Selektionsmedien nachgewiesen werden. Ha¨ufig wird





prey-“ Proteins, werden Enzyme zur Histidin Synthese exprimiert und die He-
fe kann auf diesem Medium wachsen (Fields und Sonq 1989; Verschure et al.
2006).
Das Ergebnis des Yeast-two-hybrid-Screens gab dieser neu entdeckten Proteinfa-
milie nicht nur den Namen: Calsarcin steht fu¨r calcineurin-associated-sarcomeric-
protein (Frey et al. 2000b). Des Weiteren konnte auf eine Kolokalisation mit
Calcineurin an der Z-Scheibe geschlossen werden (Frey et al. 2000b; Zou et al.
2001; Heineken et al. 2005). Bis heute konnten drei Isoformen gefunden werden.
Wa¨hrend der Embryogenese werden Calsarcin-1 und Calsarcin-2 (Calsarcin wird
auch bezeichnet als Myozenin (Takada et al. 2001) oder FATZ (Faulkner et al.
2000)) im Herzen und in der Muskulatur exprimiert. Im adulten Organismus wird
Calsarcin-1 in der Herzmuskulatur und in langsam kontrahierender Muskulatur ex-
primiert (Frey et al. 2000b). Calsarcin-2 und die dritte Isoform, Calsarcin-3, kom-
men dagegen nur in schnell kontrahierenden Muskelfasern vor (Frey und Olson
2002; Frey et al. 2008). Als weitere Interaktionspartner der Calsarcins konnten
Telethonin/T-Cap, γ-filamin, Cypher/ZASP/Oracle und Myotilin durch Koimmu-









teraktionen, ausgemacht werden. Alle Proteine, die mit Calsarcin interagieren, sind
in der Lage, eine Kardiomyopathie und/oder Muskeldystrophie auszulo¨sen (Frank
et al. 2006, 2007b). In-vitro Versuche ergaben einen dosisabha¨ngigen hemmenden
Effekt von Calsarcin auf NFAT -responsive Gene bei gleichzeitiger Kotransfektion
der Zellen mit Calcineurin (Frey et al. 2004). Fu¨r weitere in-vivo Versuche wurde
ein Mausmodell konzipiert, welches fu¨r Calsarcin-1 defizient ist. Dies wird auch als
knockout-Mausmodell bezeichnet (Frey et al. 2004). Bei dem Calsarcin-1 knockout-
Ma¨usestamm wurde gezielt das Calsarcin-1 Gen inaktiviert. Dafu¨r wurde das zweite
Exon, welches den Translationsstart beinhaltet, ausgetauscht. Stattdessen wurde
eine β-Galactosidase11 Kassette eingefu¨gt, die zusa¨tzlich eine neomycinresistente
Sequenz als Positivmarker enthielt. Als Marker wurde das Gen der Thymidinkina-
se (HSV-tk) des Herpes-simplex-Virus (HSV) verwendet. Mit ihm wurde getestet,
ob der Einbau an der richtigen Stelle des Maus-Genoms erfolgt war (Frey et al.
2004). Durch homologe Rekombination gelang es, den Inaktivierungsvektor in die
Keimbahn der Ma¨use einzuschleusen. Veranschaulicht wird dieser Vorgang durch
Abbildung 3.1 auf S. 31. Die homozygoten Mutanten zeigen keine offenkundigen
Vera¨nderungen. Sie besitzen eine normale Lebensspanne und eine vermehrte Bil-
dung langsam kontrahierender Muskelfasern. Im ungestressten Zustand zeigen die
Tiere eine milde Kardiomyopathie ohne Hypertrophie und fru¨hzeitige Todesfa¨lle
(Frey et al. 2004). Die Herzen der knockout-Tiere sind von denen der Wildtyp-
Tiere makroskopisch in Form und Gro¨ße nicht zu unterscheiden. Es ist kein Un-
terschied im Verha¨ltnis von Herz- zu Ko¨rpergewicht zu erkennen. Der Herzmuskel
weist keine pathologischen Auffa¨lligkeiten auf, wie z. B. Einlagerung von Bindege-
webe oder Abweichung in der parallelen Anordnung der Zellen. Bei der Ultraschall-
untersuchung zeigt sich eine milde systolische Dysfunktion mit einer verminderten
Verku¨rzungsfraktion12 und einer reduzierten Auswurffraktion der knockout-Ma¨use.
Keine Unterschiede zwischen Wildtyp-Tieren und Calsarcin-1 knockout-Ma¨usen be-
stehen in den diastolischen Parametern und den Abmessungen des linken Ventrikels.
Stellvertretend fu¨r das sog. fetale Genprogramm sind sowohl ANP als auch BNP
bei den knockout-Tieren bereits im ungestressten Zustand deutlich heraufreguliert
(Frey et al. 2004). Bei der Kreuzung von Calsarcin-1 knockout-Tieren mit Calcineu-







phie“ des Herzmuskels und sterben innerhalb der ersten drei Lebenswochen (Frey
et al. 2004). Eine ebenfalls gesteigerte hypertrophe Antwort stellt sich bei Calsarcin-
1 knockout-Ma¨usen ein, bei denen der Querschnitt der Aorta operativ verengt wurde
und deren Herzen somit gegen einen erho¨hte Nachlast
”
anpumpen“ mussten. Ande-
re Versuche, bei denen den Tieren Katecholamine (Isoproterenol) verabreicht oder
diese einer vermehrten physischen Belastung unterzogen wurden, zeigten keinen Ef-
fekt auf die Entwicklung einer hypertrophen Kardiomyopathie (Frey et al. 2004).
Diese Befunde weisen auf zwei wichtige Eigenschaften der Calsarcins hin: Sie wirken
entscheidend mit bei der Transduktion von biomechanischem Stress und spielen eine
wichtige Rolle bei der Modulation Calcineurin-abha¨ngiger Signalwege.
2.5 Kalzium-Calmodulin-Calcineurin Signalweg
Calcineurin ist eine Kalzium-Calmodulin abha¨ngige Serin-Threonin Phosphatase,
auch bekannt als Protein-Phosphatase 2B (PP2B). Das Heterodimer besteht aus
einer katalytischen Untereinheit A (CnA) und einer regulatorischen B-Untereinheit.
CnA (ca. 59 kD) entha¨lt eine Calmodulin-Bindungsstelle und eine autoregulatori-
sche Doma¨ne. Die B-Untereinheit von Calcineurin (ca. 19 kD) tra¨gt die Kalzium-
Bindungsstelle. Calcineurin scheint bei vielen hypertrophen Herzerkrankungen ei-
ne Schlu¨sselposition einzunehmen (Frey und Olson 2003). Dadurch wird es zu
einem attraktiven Angriffspunkt potentieller Therapeutika. Aktiviert wird Calci-
neurin unter anderem u¨ber den Kalzium-Calmodulin abha¨ngigen Signalweg, der
1995 durch Schreiber und Crabtree entdeckt wurde. Durch die Bindung von
Kalzium-Calmodulin kommt es zu einer Konformationsa¨nderung von Calcineurin.
Am C-terminalen Ende wird eine Phosphatase-Region freigelegt. Dadurch ist Calci-
neurin in der Lage, Transkriptionsfaktoren der NFAT13 Familie zu dephosphorylie-
ren.
Diese Familie von Transkriptionsfaktoren spielt eine entscheidende Rolle in der
Immunantwort von T-Lymphozyten (Park et al. 1996). Dort sind sie unter an-
derem fu¨r die Synthese von Interleukin 2 verantwortlich. Zu der Familie der
NFAT-Transkriptionsfaktoren geho¨ren NFAT1 (NFATp, NFATc2), NFAT2 (NFATc,
NFATc1), NFAT3 (NFATc4) NFAT4 (NFATx, NFATc3) und NFAT5 (TonEBP)
13NFAT = nuclear factors of activated T cells
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(Rao et al. 1997). Alle NFATs besitzen eine konservierte DNA-Bindungsstelle.
Bis auf NFAT3 beschra¨nkt sich die Expression dieser Transkriptionsfaktoren auf
T-Zellen und Skelettmuskulatur. NFAT3 dagegen wird in den unterschiedlichsten
Geweben, unter anderem im Herzen, exprimiert. Aktiviertes Calcineurin dephos-
phoryliert die Serin-rich-region (SRR) am Amino-Ende von NFAT. Dadurch kommt
es zu einer Konformationsa¨nderung und Translokation des Transkriptionsfaktors
in den Kern der Zelle (Crabtree und Olson 2002). Gegenspieler dieses Prozes-
ses sind zytoplasmatische Kinasen und Nucleus-Export Kinasen. Zu diesen Kina-
sen za¨hlen unter anderem PKA und GSK-3β (Crabtree und Olson 2002) und
DYRK1A (Kuhn et al. 2009). Da NFAT nur eine schwache DNA-Bindungskapazita¨t
besitzt, muss es im Zellkern mit dort ansa¨ssigen Transkriptionsfaktoren kooperieren
(NFATn). Im Zellkern kann NFAT ein hypertrophes Genprogramm in Gang setzen.
Einen U¨berblick u¨ber die potentiell Hypertrophie auslo¨senden Signalkaskaden gibt
Abbildung 2.2 auf S. 23. In der Mitte der Abbildung befindet sich (von oben nach
unten zu lesen) der oben beschriebene Kalzium-Calmodulin-NFAT Signalweg.
Der Verdacht lag nahe, dass NFAT eines der Hauptziele des Calcineurin gekoppel-
ten Signalweges war. Um dies zu pru¨fen, wurde ein transgenes Tier, welches NFAT3
u¨berexprimiert, generiert (Frey und Olson 2003). Es zeigte sich, dass ebenfalls
eine Hypertrophie, wenn auch eine leichte, ausgelo¨st werden konnte. Ob dazu die
Aktivierung von Calcineurin notwendig ist, muss noch gekla¨rt werden (Frey und
Olson 2003; Frey et al. 2004). NFAT Aktivierung ist an Rezeptoren, die in den
Zellmembranen sitzen, gekoppelt. Dazu geho¨ren Immunorezeptoren und Rezepto-
ren der Tyrosin-Kinase. Diese aktivieren die Phosphatidylinositol-spezifische Phos-
pholipase C (PLC-)γ. Gleichzeitig wird die G-Protein gekoppelte Phopholipase-Cβ
aktiviert. Durch die Aktivierung der Phopholipasen kommt es zur Hydrolyse von
Phophatdylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2), woraus Inositol-1,4,5-Trisphosphat ent-
steht (IP3). IP3 bindet an eigene Rezeptoren des Endoplasmatischen Retikulums
(ER). Daraufhin werden die Kalziumspeicher des ER geleert. Dieser Vorgang lo¨st
u¨ber noch unbekannte Signale einen weiteren Kalziumeinstrom u¨ber sog. CRAC-
Kana¨le in der Plasmamembran aus. Kalzium bindet an Calmodulin und dieses akti-



























Abbildung 2.2: Aus Frey et al. (2004): Schemazeichnung verschiedener potentiell Hypertrophie auslo¨sender Signal-
wege innerhalb einer Zelle. Große Bedeutung bei der Entstehung der Herzmuskelhypertrophie kommt
dabei dem Calcineurin-NFAT Signalweg zu. Die Aktivierung der Kalzium-Calmodulin abha¨ngigen
Phosphatase Calcineurin fu¨hrt zu einer Dephosphorylierung des Transkriptionsfaktors NFAT. Dies
erlaubt die Verlagerung in den Zellkern und fu¨hrt – im Zusammenspiel mit anderen Transkriptions-
faktoren wie GATA4 oder MEF2 – zu einer Induktion von Genen, welche an der Myokardhypertrophie
beteiligt sind. Fu¨r die Aktivierung des Calcineurin-NFAT Signalweges werden die Bindung von Calm-




Beim Herzinfarkt und dem anschließenden Remodeling handelt es sich um ein kom-
plexes Geschehen, sodass momentan noch nicht auf den Tierversuch verzichtet wer-
den kann. Der Wahl des passenden Versuchstieres und des Modells kommt dabei
eine entscheidende Bedeutung zu. Eine geeignete Methode stellt die dauerhafte Ok-
klusion des absteigenden Astes der linken Koronararterie14 von Ratten und Ma¨usen
dar, um die Pathophysiologie des Herzinfarkts und des anschließenden Remodelings
zu erforschen. Die Maus dient dabei aus zahlreichen Gru¨nden als Tiermodell. Die
kostengu¨nstige Haltung, die schnelle Reproduktion der Tiere, die relativ einfache
Herstellung genetisch vera¨nderter Ma¨use und das schnelle Wachstum der Tiere sind
in Bezug auf chronische Experimente als vorteilhaft anzusehen. Da das Genom von
Ma¨usen und Menschen zu 85% u¨bereinstimmt (Dietrich et al. 1996) und wegen
der großen anatomischen und genetischen A¨hnlichkeiten zwischen Ma¨use- und Men-
schenherz (Copeland et al. 2002; Mouse Genom Sequencinq Consortium
2002; Weil 2002), wurde die Maus als Versuchstier fu¨r die vorliegenden Versuchs-
reihen ausgewa¨hlt.
2.6.1 Anatomie des Ma¨useherzens und das
Infarkt-Mausmodell
Eine Maus mit 25 g Ko¨rpergewicht hat im Vergleich zu einem Hund mit 25 kg
Ko¨rpergewicht eine 1000-fach geringere Ko¨rpermasse. Die Gro¨ße des Herzens un-
terscheidet sich zwischen diesen beiden Tierarten jedoch lediglich um den Faktor
100 , die Herzla¨nge sogar nur um das 10-fache (Michael et al. 2004). Die Herzfre-
quenz einer Maus betra¨gt in Ruhe 500 bis 600 Schla¨ge pro Minute (Gabrisch und
Zwart 2007). Histologisch la¨sst sich eine Aufteilung in drei Schichten des Herzmus-
kels erkennen. Die Muskelfasern der mittleren Schicht verlaufen ringfo¨rmig. Dagegen
verlaufen diejenigen der inneren und a¨ußeren Schicht parallel oder schra¨g zur Apex
hin (McLean und Prothero 1991). Das Myokard von Ma¨usen besitzt ein dichtes
Gefa¨ßnetz von Kapillaren, die mit du¨nnwandigen Arteriolen und Venolen verbunden
sind. Verzweigte Perizyten kleiden das Endothel der Kapillaren und postkapilla¨ren




Abbildung 2.3: Aus Tarnavski et al. (2004): Typischer Verlauf der LAD. Das
rote Kreuz markiert die Stelle, an der das Gefa¨ß bei jedem Tier
in der vorliegenden Arbeit ligiert wurde. Als Anhaltspunkt fu¨r die
Ligatur diente der untere Rand des rechten Herzohres oder der
untere Rand des oberen Drittels des Herzens.
Venolen aus. Residente Abwehrzelllinien um die Gefa¨ße kommen im Perikard des
Ma¨useherzens selten vor (Gersch et al. 2002). Nur um arterielle Gefa¨ße herum
befindet sich eine betra¨chtliche Anzahl von Mastzellen. Vermutlich werden diese fu¨r
die Steuerung von Kontraktionsvorga¨ngen beno¨tigt (Michael et al. 2004).
Die ersten systematischen anatomischen Beschreibungen der Labormaus, die auch
heute noch Gu¨ltigkeit haben, wurden von Cook (1965) vero¨ffentlicht. Hier finden
sich auch Darstellungen des Blutkreislaufes. Green (1966) beschreibt den Verlauf
der Blutgefa¨ße und skizziert die Anatomie des Herzens. Auf der Oberfla¨che des
Epikards sind die veno¨sen Blutgefa¨ße die prominentesten Strukturen. Eingebettet
in das Parenchym verlaufen dagegen die Arterien. Die Koronararterien finden ihren
Ursprung ca. 2mm neben der Aortenklappe. Die rechte Koronararterie teilt sich fu¨r
gewo¨hnlich in zwei A¨ste. Der eine davon versorgt den rechten Ventrikel, der andere
Teile des Septums. Die linke Koronararterie teilt sich ebenfalls in zwei Haupta¨ste,
von denen der eine Teile des Septums versorgt, der andere als sog. left anterior
descending coronary artery (LAD) die Vorderwand des linken Ventrikels, Teile des
Septums und die Apikalregion des linken Ventrikels. Eine schematische Darstellung
des Gefa¨ßes la¨sst sich der Abbildung 2.3 auf S. 25 entnehmen.
Diese Arterie kann sogar bei Ma¨usen desselben genetischen Stocks unterschied-
liche Erscheinungsformen haben. Bei manchen Tieren ist die LAD nur noch rudi-
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung sechs typischer Verlaufsformen der
LAD. Obere Reihe: LAD ohne Aufzweigung des Gefa¨ßes. Unte-
re Reihe: LAD mit Bifurkation. Diese Aufzweigung des Gefa¨ßes
kann, wie dargestellt, auf unterschiedlicher Ho¨he stattfinden. Der
unterschiedliche Verlauf der LAD, der sogar bei Wurfgeschwistern
(engl.
”
littermates“) voneinander abweichen kann, und die unter-
schiedliche Ho¨he der Bifurkation stellte eine Schwierigkeit bei den
Operationen dar. Der Anspruch bestand, bei den Operationen die
Blutzufuhr des linken Ventrikels vollsta¨ndig zu unterbinden und
das Gefa¨ß bei allen Tieren auf derselben Ho¨he zu ligieren, um so-
mit einen identisch großen Infarkt zu induzieren (Abbildung aus
Michael et al. (1995)).
menta¨r vorhanden (Michael et al. 1995; Ahn et al. 2004). Eine U¨bersicht u¨ber die
ha¨ufigsten Verlaufformen dieses Gefa¨ßes finden sich in Abbildung 2.4 auf S. 26.
Das Ma¨useherz teilt viele pathologische Gemeinsamkeiten mit den Herzen ho¨her
entwickelter Sa¨ugetiere (Smith und Nuttall 1985; Hasenfuss 1998). Bereits 1978
wurde von Zolotareva und Kogan die Ligatur des absteigenden Astes der linken
Koronararterie beschrieben. 1995 konnten von Michael et al. erste Daten u¨ber die
Pathogenese des Herzinfarkts mithilfe von Versuchen an Ma¨usen erbracht werden.
Die Okklusion der LAD repra¨sentiert eine in zahlreichen Studien verwendete Me-
thode, die von diversen Autoren wie Patten et al. (1998) und Salto-Tellez et al.
(2004) angewandt wurde. Sie erscheint geeignet, um das ventrikula¨re Remodeling
nach Myokardinfarkt zu untersuchen (Patten et al. 1998; Heymans et al. 1999;
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Kumar et al. 2005). Alternativ kann ein Myokardinfarkt auch mittels Kryotechno-
logie erzeugt werden (van den Bos et al. 2005). Allerdings stand diese Methode
trotz der gleichen Infarktgro¨ßen nicht zur Diskussion, da hierbei kein Infarkt gesetzt
wird, der aufgrund eines Durchblutungsstopps zustande kommt. Das anschließende
Remodeling fa¨llt bei dieser Methode nur moderat aus (van den Bos et al. 2005). In
dieser Arbeit wurde versucht, mithilfe eines Myokardinfarkts die Rolle des Calsarcin-
1 auf das anschließende Remodeling zu untersuchen (Frank et al. 2007a). Dabei
erfolgte die Durchfu¨hrung der Myokardoperation nach der modifizierten Methode




3 Tiere, Material und Methoden
3.1 Mauslinien
Als Versuchstiere wurden ma¨nnliche adulte Ma¨use auf dem genetischen Hintergrund
von C57Bl/6 eingesetzt. Sie waren zu Beginn der vorliegenden Versuchsreihen zwi-
schen acht und zwo¨lf Wochen alt und gingen in randomisierter Reihenfolge in den
Versuch ein. Die Versuche werden bei der Genehmigungsbeho¨rde des Regierungs-
pra¨sidiums Karlsruhe unter dem Aktenzeichen G-128/03 gefu¨hrt. Die Anzahl der
verwendeten Versuchstiere kann Tabelle 3.2 auf S. 53 entnommen werden. Die Ta-
belle gibt einen U¨berblick u¨ber die insgesamt verwendeten Tiere sowie u¨ber die
Menge der scheinoperierten Ma¨use im Vergleich zu denen, die einer Infarktoperati-
on unterzogen worden.
3.1.1 Wildtyp-Ma¨use
Die in der vorliegenden Arbeit genutzten Tiere wurden gewonnen, indem die ur-
spru¨nglichen knockout- oder transgenen Ma¨use zuna¨chst mehrfach mit C57BL/6-
Ma¨usen ru¨ckgekreuzt wurden. Aus diesen ru¨ckgekreuzten Ma¨usen wurden anschlie-
ßend die fu¨r die hier vorgelegte Studie genutzten Tiere gezu¨chtet. In den beschriebe-
nen Versuchen wurden ausschließlich heterozygote Calsarcin-1 knockout-Ma¨use (s.
Kapitel 3.1.2 auf S. 30) oder Calsarcin-1 transgene Ma¨use (s. Kapitel 3.1.3 auf S.
30) und Wildtypen aus denselben Wu¨rfen genutzt. Die Anzahl der Wildtyp-Ma¨use,
der Calsarcin-1 knockout-Ma¨use und der transgenen Tiere, die bei dem Versuch ver-
wendet wurden, kann Tabelle 3.2 auf S. 53, aufgeschlu¨sselt nach scheinoperierten
und Myokardinfarkt Tieren, entnommen werden.
Bei den sog. Black-six Ma¨usen (C57BL/6-Ma¨usen) handelt es sich um Inzucht-
Tiere mit dunklem Fell. Aus der tabellarischen Auflistung der physiologischen Daten
des Jackson Laboratory la¨sst sich ablesen, dass diese Ma¨use im Alter von 16 Wo-
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chen ein Herzgewicht von 0,2 g haben und ein Ko¨rpergewicht von durchschnittlich
29,97 g. Daraus ergibt sich fu¨r den Quotienten von Herzgewicht zu Ko¨rpergewicht
0,66% (s. dazu auch im Vergleich Kapitel 4.3 auf S. 63). Die Rasse besitzt ein breit
gefa¨chertes Anwendungsgebiet. Auf ihrem genetischen Hintergrund werden die meis-
ten knockout- und transgenen Mausmodelle aufgebaut. Bei den knockout-Ma¨usen
wird die Keimbahntransmission u¨ber die Fellfarbe identifiziert (s. dazu Abbildung
3.3 auf S. 39. Auf diesem Foto ist eine knockout-Maus zu sehen mit der typischen
Fellfa¨rbung). Wie in Kapitel 3.1.2 auf S. 30 dargestellt, wurden so Chima¨re generiert,
aus denen homozygote knockout-Ma¨use gezu¨chtet wurden.
3.1.2 Calsarcin-1 knockout-Ma¨use
Alle Calsarcin-1 knockout-Ma¨use wurden auf dem genetischen Hintergrund von
C57BL/6 von Prof. Dr. Norbert Frey selbst gezu¨chtet.
Die bei den Versuchen verwendeten Calsarcin-1 knockout-Mutanten entstanden
durch ein gezieltes Ausschalten des zweiten Exons des Myoz2 -Genes, welches den
Translationsstart entha¨lt. Durch homologe Rekombination wurde anstelle des zwei-
ten Exons von Myoz2 eine Neomycin resistente Lac-Z Kassette eingefu¨gt. Die da-
durch entstandenen Null-Calsarcin-1 Mutanten besitzen eine normale Lebensdauer.
Sie zeigen durch die u¨berma¨ßige Aktivierung von Calcineurin eine vermehrte Bil-
dung langsam kontrahierender Muskelfasern und auch in Abwesenheit hypertropher
Stimuli eine Aktivierung des fetalen Genprogramms (Frey et al. 2004). Allerdings
entwickeln die Tiere nur aufgrund einer Aktivierung von Calcineurin oder bei Druck-
belastung eine u¨berma¨ßige Hypertrophie, jedoch nicht bei anderen Stimuli (Frey
et al. 2004). Eine ausfu¨hrliche Beschreibung der Calsarcin-1 knockout-Mutanten ist
in Kapitel 2.4.1 auf S. 17 zu finden. Abbildung 3.1 auf S. 31 veranschaulicht die
Generierung der Myoz2 -Mutanten.
3.1.3 Calsarcin-1 transgene Ma¨use
Bei der zweiten Mauslinie, die in den Versuchen dieser Arbeit Verwendung fand,
wird Calsarcin-1 unter Kontrolle eines 5,5 kb großen α-MHC -Promotors im Herz
u¨berexprimiert (s. Abbildung 3.2 auf S. 32). Myosin ist ein Hauptbestandteil des
kontraktielen Apparates. Es setzt sich aus zwei schweren Ketten (myosin-heavy-
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Abbildung 3.1: Nach Frey et al. (2004): Schemazeichnung der Stelle des Maus-
genoms (oberer Teil der Skizze), in welche der Zielvektor (Mitte)
durch homologe Rekombination eingefu¨gt wurde. Daraus resultier-
te eine Deletion des zweiten Exons und eine Insertion des Lac-Z
Reporter Gens (unterer Teil der Skizze). Dadurch kann bei der
Translation das Myoz2 -Gen nicht mehr abgelesen werden und es
entstehen sog. Calsarcin-1 null Mutanten.
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β-MHC
α-MHC promoterlast exon
gene of interest hGH poly A
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des Mausgenoms einer Calsarcin-1
transgenen Maus. Das Transgen wird unter Kontrolle eines α-
MHC -Promotors im Herz u¨berexprimiert. Das hGH-poly-A Signal
am 5’ Ende des Konstrukts diente der Detektion transgener Tie-
re. Aus den 14 genomisch positiven Foundern konnten fu¨nf Linien
mithilfe eines Western Blots ausgemacht werden, bei denen das
Transgen endogen nachzuweisen war.
chain, MHC ) und vier leichten Ketten zusammen (light-chains, LCs). Die schweren
Ketten des Myosin werden von einer Familie hochkonservierter Gene kodiert. Die-
se werden in bestimmten Entwicklungsstadien in unterschiedlichen Geweben expri-
miert. In der Maus werden wa¨hrend der Fetalentwicklung β-MHC in den Ventrikel
und α-MHC in den Atrien des Herzens exprimiert. Erst wa¨hrend der Geburt kommt
es zu einer Transkriptionsa¨nderung, sodass α-MHC im ganzen Herz exprimiert wird
(Subramaniam et al. 1991). Somit wird auch das Calsarcin-1 Transgen im gesam-
ten Herz ausgebildet. Am 5’ Ende des Konstrukts befindet sich ein hGH-poly-A
Signal. Die Tiere weisen eine normale Lebensdauer auf. Sie zeigen im Vergleich zu
Wildtyp-Tieren keine signifikanten Unterschiede sowohl im Ko¨rper- und Herzgewicht
als auch im Verha¨ltnis von Ko¨rper- zu Herzgewicht. Ebenso sind keine funktionellen
Unterschiede im Herz-Ultraschall zu erkennen (Frank et al. 2007b).
3.2 Haltung und Genotypisierung der Mauslinien
3.2.1 Haltung der Tiere
Die Tiere wurden im Versuchstierstall der Universita¨t Heidelberg (Interfakulta¨re
biomedizinische Forschungseinrichtung) geboren und befanden sich dort bis zu ih-
rer To¨tung. Die Haltung der Ma¨use erfolgte in Standardka¨figen aus Makrolon®
(Typ III: fu¨r bis zu zehn Ma¨use). Die Futterpellets (Alleinfuttermittel fu¨r die Hal-
tung von Ratten und Ma¨usen, sniff R/M-H, Sniff Spezialdia¨ten GmbH) enthalten
580 g/kg Kohlenhydrate, 330 g/kg Protein und 90 g/kg Fett bei einer Bruttoenergie
von 16,3MJ/kg. Futter und Wasser (unsterilisiertes Trinkwasser aus der Wasserlei-
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tung, wo¨chentlicher Wechsel der Tra¨nkeflaschen) erhielten die Tiere ad libitum. Den
Tieren stand neben einer entstaubten Weichholzfasereinstreu auch Zellstoff (Wech-
sel zweimal wo¨chentlich sowie nach Bedarf) als Nestbaumaterial zur Verfu¨gung. Die
Ra¨ume des Versuchstierstalls mit personenlimitierter Zutrittskontrolle sind durch
Klimatisierung (Raumtemperatur: 20 bis 24 °C, relative Luftfeuchte: 50 bis 70%)
und ku¨nstlichen Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 Stunden speziell fu¨r die Versuchs-
tierhaltung konzipiert. Die Pflege der Tiere geschieht durch ausgebildete Versuchs-
tierpfleger.
3.2.2 Bestimmung des Genotyps der Tiere
Da die Elterntiere teilweise heterozygot verpaart wurden, mussten die Nachkom-
men auf ihren Genotyp untersucht werden. Dies erfolgte im Alter von vier Wochen
gleichzeitig mit dem Absetzen der Jungen von den Muttertieren.
Gewinnung von Mausschwanz DNA
Den Tieren wurde fu¨r die Gewinnung von DNA die Schwanzspitzen1 abgeschnit-
ten. Aus diesen Tails wurde die DNA jeder in den Versuchen verwendeten Maus in
folgenden Schritten extrahiert:
1. Verdau u¨ber Nacht in SNET Puffer bei 55 °C mit jeweils 10 µl Proteinase K.
2. Zugabe von jeweils 700 µl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (Roti-Phenol
/C/I, Art. Nr. A156.2, Carl Roth GmbH).
3. Vortexen und anschließendes Zentrifugieren 5min bei 13.000U/min.
4. Abnehmen des U¨berstandes und U¨berfu¨hrung in ein neues Eppendorfcup.
5. Hinzufu¨gen von 700 µl Chloroform.
6. Vortexen und anschließendes Zentrifugieren 3min bei 13.000U/min.
7. Abnehmen des U¨berstandes und U¨berfu¨hrung in ein neues Eppendorfcup.
8. Fa¨llen der DNA mit jeweils 700 µl Isopropanol.
1engl. tail
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Tabelle 3.1: Verwendete Primer-Sequenzen zur Genotypisierung der verschiedenen
Mauslinien mittels PCR
Primer Sequenz
hGHpolyA5’ 5’-gtc tat tcg gga acc aag ctg gag tg - 3’
hGHpolyA3’ 5’-aca ggc atc tac tga gtg gac cca ac - 3’
CS1PCRgenoF1 5’-cag tgt gtt cta tta ccc agg ctg tc - 3’
CS1PCRgenoR2 5’-gtc ctc aca act aat tca tgt aca gat g - 3’
neoF1 5’-gat gcg gtg ggc tct atg gat tct gag gc - 3’
CS1Tggeno5’ 5’-aac acg acg gcc gtt cct aag - 3’
9. Zentrifugieren mit 14.000U/min fu¨r 3min.
10. Verwerfen des U¨berstandes undWaschen des DNA-Pellets mit 1.000 µl Ethanol
(75%).
11. Zentrifugieren mit 14.000U/min fu¨r 1min.
12. Verwerfen des U¨berstandes und Trocknung des DNA-Pellets an der Luft.
13. Lo¨sen des Pellets in jeweils 200 µl Wasser bei 12-18 °C u¨ber 12 Stunden.
Die DNA wurde bis zur Durchfu¨hrung weiterer Analysen bei −20 °C gelagert.
Genotypisierungs-PCR
Fu¨r die Genotypisierung der Calsarcin-1 knockout-Ma¨use sind fu¨r jedes Tier zwei
getrennte PCRs notwendig, da die Wildtyp- und Knockout-Bande beide bei 230 bp
liegen. Fu¨r die Genotypisierung der Calsarcin-1 knockout-Ma¨use und der Wildtyp-
Tiere werden folgende Komponenten verwendet:
• 17,5 µl Wasser
• 2,5 µl 10-fach Puffer (Reaction Buffer without MgCl, Catalog Nr. M1902, Pro-
mega)
• 2,5 µl 10-fach MgCl (25mM)(MgCl, Catalog Nr.A351H, Promega)
• 0,5ml dNTPs
• 0,5 µl Taq-Polymerase, z. B. von Promega
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• 0,25 µl CS1PCRgenoF1 Primer (MWG-Biotech AG) (s. dazu Tabelle 3.1 auf
S. 34)
• 0,25 µl CS1PCRgenoR2 Primer (Wildtyp) (MWG-Biotech AG) (s. dazu Ta-
belle 3.1 auf S. 34) bzw. neoF1 Primer (knockout) (MWG-Biotech AG) (s.
dazu Tabelle 3.1 auf S. 34)
Die PCR wird mit 35 Zyklen durchgefu¨hrt. Fu¨r die Denaturierung, das Annealing
und die anschließende Elongation gelten folgende Bedingungen:
1. 95 °C 30 s (Denaturierung)
2. 58 °C 30 s (Annealing)
3. 72 °C 30 s (Elongation)
Die Proben wurden auf ein 2%iges Agarosegel zusammen mit 6 µl 6-fach Ladepuffer
(Loading Buffer, Art. Nr. R0611, Fermentas) aufgetragen. Fu¨r die Genotypisierung
der Calsarcin-1 transgenen Tiere und die Wildtyp-Tiere der transgenen Linie werden
folgende Reagentien zusammengefu¨gt:
• 17,8 µl Wasser
• 2,5 µl 10-fach Puffer (Reaction Buffer without MgCl, Catalog Nr. M1902, Pro-
mega)
• 2,5 µl 10-fach MgCl (25mM) (MgCl, Catalog Nr.A351H, Promega)
• 0,5ml dNTPs
• 0,4 µl Taq-Polymerase
• 0,15 µl hGHpolyA 5’ Primer (Wildtyp) (MWG-Biotech AG) (s. dazu Tabelle
3.1 auf S. 34) bzw. CS1tg Primer (Transgen) (MWG-Biotech AG) (s. dazu
Tabelle 3.1 auf S. 34)
• 0,15 µl hGHpolyA 3’ Primer (MWG-Biotech AG) (s. dazu Tabelle 3.1 auf S.
34)
Die PCR wird ebenfalls mit 35 Zyklen durchgefu¨hrt. Dabei gilt:
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1. 95 °C 30 s (Denaturierung)
2. 60 °C 1min bzw. bei CS1tg Primer (MWG-Biotech AG) 58 °C 1min (Anne-
aling)
3. 72 °C 30 s (Elongation)
Die Proben wurden zusammen mit 6-fach Ladepuffer (Loading Buffer, Art. Nr.
R0611, Fermentas) auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen.
3.3 Infarktmodell
Fu¨r die vorliegende Arbeit wurden sowohl Calsarcin-1 knockout-Tiere, Calsarcin-1
transgene Tiere und Wildtypen einer Infarktoperation unterzogen. Als Referenz
dienten scheinoperierte Tiere aus jeder dieser drei Gruppen. Da die einzelnen Ein-
griffe in der Regel nicht la¨nger als 15min dauerten, musste keine U¨berwachung der
Ko¨rpertemperatur vorgenommen werden (Tarnavski et al. 2004). Die Einleitung
der Operation erfolgte an den nicht nu¨chternen Ma¨usen mittels Injektionsnarkose.
Narkoseeinleitung
Jedem Tier wurde 1 µl pro 10 g Ko¨rpergewicht Domitor ad us. vet. (Medetomidin-
hydrochlorid, Pfizer AG) und 0,3 µl Ketamin pro 10 g Ko¨rpergewicht (Ketaminhy-
drochlorid, 10%, ESSEX Tierarznei Mu¨nchen) in einer Mischspritze intraperitoneal
(Green 1966) verabreicht. Bis zum Einsetzen der Narkose wurden die Tiere in einen
Einzelka¨fig gesetzt.
Nachdem den Tieren die der Ko¨rpermasse entsprechende Menge der beiden Nar-
kosemittel verabreicht wurde, kam es innerhalb von 5min zum Einschlafen der
Ma¨use und zum Verlust ihrer Reflexe. Wegen der kreislauf- und atemdepressiven
Wirkung und der lang anhaltenden Hypothermie beider Narkotika wurde die Nar-
kose am Ende der Operation noch wa¨hrend des Zuna¨hens der Tiere mit Atipame-
zol (Antisedan (0,001ml/10 g Ko¨rpergewicht, ad us. vet., Pfizer AG) antagonisiert
(Flecknell 1993; Cruz et al. 1998). Atipamezol ist ein kompetitiver Antagonist
an α2-Rezeptoren und hebt somit sowohl die sedative als auch analgetische Wir-
kung von Medetomidin auf. Dadurch kommt es zu einem schnellen Einsetzen der
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Halte- und Stellreflexe und zu einer schnelleren Mobilisierung und Futteraufnahme
der Ma¨use (Cruz et al. 1998).
Operationsvorbereitung
Nachdem die Ma¨use bereits deutliche Zeichen eines Einsetzens der Narkose zeigten,
wurden sie zuerst rasiert und, sobald Halte- und Stellreflexe ausgefallen waren, in
Ru¨ckenlage am Rand einer Korkplatte platziert. Hinter den Schneideza¨hnen wurde
ein 5-0Mersilene Faden (Mersilene Polyester, R698, Ethicon) platziert und auf der
anderen Seite der Korkplatte mit einem Klebestreifen befestigt. Dabei wurde darauf
geachtet, die Nase der Maus mo¨glichst nahe am Rand der Operationsunterlage zu
platzieren. Die Beine der Tiere wurden links und rechts des Ko¨rpers mittels Kle-
bestreifen fixiert, wobei besonders bei den Vorderbeinen Vorsicht geboten war, weil
ein U¨berstrecken der Gliedmaßen die Atmung ha¨tte behindern ko¨nnen (Tarnavski
et al. 2004). Die genaue Positionierung der Tiere la¨sst sich aus Abbildung 3.3 auf S.
39 entnehmen. Mithilfe eines selbstgefertigten Spatels, der entsprechend als Laryn-
goskop umgeformt und den Dimensionen einer Maus angepasst worden war, wurde
die Intubation durchgefu¨hrt. Dafu¨r wurde die Zunge mit Hilfe einer Pinzette aus
dem Maul gezogen und auf den Spatel aufgeladen. Anschließend wurde durch ei-
ne leichte Kippbewegung der Kehldeckel aufgestellt. Eine Kaltlichtquelle diente als
Lichtquelle, die auf die ventrale Halsregion gerichtet war, um die Kehlkopfregion zu
durchleuchten. Damit war es mo¨glich, die Stimmritzen der Maus so darzustellen,
dass der Tubus korrekt platziert werden konnte. Der Tubus war extra fu¨r Ma¨use
gefertigt (Tracheal Cannula and Connecting Tubes 1,3mm ODx1mm ID, BS4 73-
0049, Havards Instruments) und wurde lediglich in der La¨nge geku¨rzt. Er war u¨ber
Polyethylenschla¨uche mit dem Maus-Ventilator MiniVent® (BS4 73-0043, Harvard
Apparatus GmbH) verbunden, der als Beatmungspumpe fu¨r die Ma¨use-Beatmung
diente. Die Ventilationsfrequenz betrug 133 Hu¨be pro Minute und das Hubvolu-
men war auf 200 µl eingestellt (Flecknell 1993; Tarnavski et al. 2004). Beatmet
wurde mit einem Gemisch aus Sauerstoff und Isofluran (Baxter-Isofluran, in einer
Flaschengro¨ße von 250ml).
Der Volumenfluss des Sauerstoffs betrug dabei 1 l/min und die Isoflurankonzen-
tration wurde auf 1 bis 1,5Vol % eingestellt (Tarnavski et al. 2004). Der korrekte
Sitz des Tubus wurde durch eine seitengleiche, gleichfo¨rmige und im Takt der Be-
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atmung liegenden Thoraxbewegung festgestellt (Tarnavski et al. 2004). Rate und
Art der Atmung sowie Fa¨rbung der Muskeln und der Haut der Fußballen dienten
der U¨berwachung der respiratorischen und kardiovaskula¨ren Funktion (Wixson und
Smiler 1997). Bei deutlicher Schweratmigkeit wurde durch Korrektur der Lage des
Tubus und des Kopfes der Maus eine bessere Sauerstoffzufuhr gewa¨hrleistet. Die Zu-
fuhr von Isofluran wurde reduziert und die des Sauerstoff erho¨ht. Bei Apnoe wurden
durch rhythmisches Pressen auf den Brustkorb mit zwei Fingern die Tiere manuell
beatmet (Flecknell 1993).
Die Narkosetiefe wurde mithilfe verschiedener Reflexe u¨berpru¨ft. Erstes Anzei-
chen der einsetzenden Narkose war der Verlust von Halte- und Stellreflexen so-
wie gerichteten Bewegungen. Muskelrelaxation wie auch Atemtiefe und -frequenz
sowie der Verlust der Schwanzbewegungen gaben weitere Hinweise auf die Nar-
kosetiefe (Green und Kay 1979). Eine U¨berpru¨fung der chirurgischen Toleranz
fand durch die Auslo¨sung des Zwischenzehenreflexes statt, der als der sensitivste
Ko¨rperreflex fu¨r die Beurteilung des Schmerzempfindens bei der Maus gilt (Green
und Kay 1979). Blieb der Zwischenzehenreflex aus, wurde mit der Operation be-
gonnen (Pfeffer und Braunwald 1990; Michael et al. 1995; Hasenfuss 1998;
Michael et al. 2004; Tarnavski et al. 2004).
Operationsverlauf
Zuerst wurde die Haut auf der linken Thoraxha¨lfte punktfo¨rmig ero¨ffnet und durch
diesen Einschnitt mit einer kleinen spitzen Schere unterminiert. Die so von der
Unterhaut gelo¨ste Cutis wurde mit einer chirurgischen Pinzette leicht angehoben.
Beginnend bei der punktfo¨rmigen Ero¨ffnung wurde die Haut durch einen geraden
Schnitt vom untersten bis zum obersten Rippenbogen ca. 3-4mm parasternal kom-
plett durchtrennt. Danach konnten die darunterliegenden Muskelschichten bis auf
die Thoraxwand pra¨pariert werden. Durch die Thoraxwand war dann bereits die
linke Lunge sichtbar. Der Brustkorb wurde unter gro¨ßtmo¨glicher Vorsicht, um die
Lunge nicht zu verletzen, mit einer Mikrofederschere ero¨ffnet. Dafu¨r wurde mit der
Gefa¨ßschere unter die dritte Rippe gefahren. Diese wurde leicht angehoben und
durchtrennt. Die Interkostolra¨ume wurden im Anschluss mit zwei gebogenen Pin-
zetten stumpf pra¨pariert, indem nach kranial und kaudal Zug ausgeu¨bt wurde. Als
na¨chster Schritt wurde die Thoraxwand mithilfe eines 5-0Mersilene Fadens (Mersile-
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Abbildung 3.3: Lagerung einer Maus zur Durchfu¨hrung einer Infarktoperation
oder einer Scheinoperation. Das Tier befindet sich in Ru¨ckenlage.
Die vom Betrachter aus gesehen rechte Brustkorbha¨lfte ist be-
reits rasiert und desinfiziert. Das intubierte Tier (Tubus nicht
sichtbar) ist u¨ber Polyethylenschla¨uche mit dem Maus-Ventilator
MiniVent® (BS4 73-0043, Harvard Apparatus GmbH) verbunden.
Dabei wird in diesem offenen Narkose-Gas-System das Sauerstoff-
Isoflurangemisch u¨ber den vom Betrachter aus gesehen rechten
Polyethylenschlauch zugefu¨hrt. Die abgeatmete Luft wird u¨ber
den linken Schlauch abgefu¨hrt. Auf dem Maus-Ventilator sind drei
Schalter zu erkennen. U¨ber den links befindlichen wird das Hubvo-
lumen eingestellt. Dieses betrug in der vorliegenden Arbeit 200 µl.
Der metallene Kippschalter in der Mitte dient dem An- und Aus-
schalten des Maus-Ventilators. U¨ber den rechten Knopf wird die
Ventilationsfrequenz (hier: 133 Hu¨be pro Minute) reguliert.
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ne Polyester, R698, Ethicon) aufgespannt. Mit einer einfachen Gefa¨ßklemme wurde
dann der Faden beschwert, um die Thoraxwand in lateraler Richtung offen zu halten.
Die folgenden Operationsschritte wurden mithilfe eines Operationsmikroskopes
(Leica M651) unter zehnfacher Vergro¨ßerung durchgefu¨hrt. Dabei wurde genaues-
tens darauf geachtet, die Arteria thoracica interna nicht zu verletzen (Tarnavski
et al. 2004). Der Blick auf das Herz im Brustkorb wurde teilweise durch den linken
Lungenflu¨gel als auch durch den Thymus und das in den Herzbeutel eingelager-
te Fettgewebe verdeckt. Die Lunge wurde vorsichtig mit einer Pinzette zur Seite
geschoben und das Fettgewebe durch leichten Zug mit einer Pinzette entfernt. An-
schließend wurde die LAD (left anterior descending coronary artery) aufgesucht, was
durch die schnelle Herzfrequenz der Maus erschwert wurde. Eine weitere Schwierig-
keit stellte die Tatsache dar, dass die LAD wa¨hrend der Entwicklung der Tiere
unterschiedlich gut aufzufinden ist. Bei der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass das
Gefa¨ß wa¨hrend der 8. bis 9. und der 11. bis 12. Lebenswoche gut zu sehen war. In
dieser Zeit stellte sich die LAD als ein hellrotes, pulsierendes Gefa¨ß dar, das in der
Mitte der Herzwand direkt unterhalb des linken Atriums bis zur Herzspitze verla¨uft.
Wa¨hrend der 9. bis 11. Lebenswoche lag das Gefa¨ß tiefer im Parenchym und war
daher schlechter aufzufinden. Wenn das Gefa¨ß nicht sichtbar war, konnte das linke
Atrium angehoben werden, damit sein Ursprung aus der Aorta lokalisiert werden
konnte. Um die Operation bei allen Tieren a¨quivalent ausfallen zu lassen, wurde pro-
biert, die LAD 1-2mm unterhalb des Herzohres zu unterminieren (s. Abbildung 2.3
auf S. 25). Dies geschah mit einem monofilen Faden der Dicke 8-0 (Prolene, 8740,
Ethicon). Zum Nachweis, dass die linke Koronararterie sicher unterstochen war,
musste das pulsierende, hellrote Gefa¨ß eindeutig u¨ber der Nadel bzw. dem Faden
sichtbar sein. Da die Koronararterien auf der Herzoberfla¨che schwerer zu erkennen
sind als die Koronarvenen, war diese Pru¨fung sehr wichtig, um ein Misslingen der
Operation auszuschließen (s. auch Kapitel 2.6.1 auf S. 24). Bei einer Scheinoperar-
tion wurde der Faden lediglich unter der LAD hindurchgezogen, ohne verknotet zu
werden. Bei einer Infarktoperation wurde das Gefa¨ß ligiert. Somit wurde die Blutzu-
fuhr des linken Ventrikels irreversibel unterbrochen und dadurch ein Myokardinfarkt
induziert. Als Indiz fu¨r einen gelungenen Infarkt wurde das Entfa¨rben des vermut-
lichen Infarktareals gewertet. Anschließend an die Ligatur wurde der Faden kurz
abgeschnitten. Sowohl bei den scheinoperierten Tieren als auch bei den Ma¨usen mit
Myokardinfarkt wurde der chirurgische Eingriff wie folgt beendet: Die Haltefa¨den,
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die den Brustkorb aufspannten, wurden entfernt. Serosa und Muskulatur wurden
mit drei bis vier Einzelheften (5-0Mersilene Polyester, R698, Ethicon) verschlossen.
Die Haut wurde fortlaufend mit demselben Nahtmaterial gena¨ht.
Aufwachphase
Das Isofluran (Baxter-Isofluran, Flaschengro¨ße 250ml) wurde zum Aufwachen der
Tiere abgedreht, sodass die Ma¨use eine Zeit lang reinen Sauerstoff atmen konnten.
Außerdem wurde, um ein zu langes Nachschlafen und damit Ausku¨hlen der Ma¨use zu
verhindern, Domitor (Domitor ad us. vet., Pfizer AG) mit einer gleichen Menge An-
tisedan (0,001ml/10 g Ko¨rpergewicht, ad us. vet., Pfizer AG) antagonisiert. Dadurch
konnte die Phase der Hypothermie und deren Auswirkungen auf Atmung und Kreis-
lauf der Versuchstiere mo¨glichst kurz gehalten werden, um das Risiko des Verlustes
der Tiere zu minimieren. Da durch das Ero¨ffnen des Brustkorbs der Unterdruck
verloren ging und die Lunge somit kollabierte, wurde durch kurzes Zuhalten des
Abluftschlauches ein U¨berdruck erzeugt, der die Lunge wieder entfalten sollte (sog.
Lachmann- bzw. Recruitment-Mano¨ver). Die Beatmung wurde immer wieder fu¨r
kurze Momente ausgeschaltet. Durch dieses Mano¨ver sollte die CO2-Konzentration
ansteigen und dadurch das Atemzentrum aktiviert werden. Erst wenn Spontanat-
mung einsetzte, wurden die Ma¨use extubiert und in Seitenlage verbracht. Um die
Ko¨rpertemperatur, die wa¨hrend der Operation auf 34 °C sinken konnte, wieder zu
stabilisieren, wurden die Tiere auf eine Wa¨rmematte gelegt. Nachdem sie vollsta¨ndig
erwacht waren, wurden die Ma¨use in Einzelka¨fige gesetzt und mit Futter und Wasser
versorgt. Dort blieben sie bis zu ihrer To¨tung nach fu¨nf Wochen.
Anforderungen an die Versuchstiere
Um eine mo¨glichst homogene Gruppe zu erhalten, wurden folgende Kriterien fu¨r die
Einbeziehung von Probanden in die weiteren Analysen festgelegt:
• Der Operationsverlauf erfolgte ohne gro¨ßere Blutverluste.
• Die Intubation und Beatmung erfolgte ohne Schwierigkeiten.
• Die linke Koronararterie konnte eindeutig abgegrenzt werden.
• Das vermeintliche Infarktareal hatte sich entfa¨rbt.
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• Der Verschluss des Thorax verlief komplikationslos und ohne Bildung eines
Pneumothorax.
• Die Aufwachphase gestaltete sich unproblematisch ohne respiratorische
Auffa¨lligkeiten.
• Die Ma¨use u¨berlebten den auf die Operation folgenden Tag.
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3.4.1 Ultraschall (M-Mode)
Nach fu¨nf Wochen wurden die Tiere, die bis zu diesem Zeitpunkt im Tierstall der
Universita¨t Heidelberg verblieben waren, mithilfe eines Ultraschallgera¨ts mit einem
Linearschallkopf von 29mm Auflagefla¨che und einer Frequenz von 12MHz unter-
sucht. Wegen der geringen Gro¨ße einer Maus und ihrer hohen Herzfrequenz stellt eine
kardiale Ultraschalluntersuchung bei dieser Tierart eine Schwierigkeit dar und erfor-
dert U¨bung. Alle Ultraschalluntersuchungen wurden deshalb von Prof. Dr. Norbert
Frey (bis 2008 Leiter der Arbeitsgruppe
”
Molekularbiologische Kardiologie“ Innere
Medizin III im Otto Meyerhof-Zentrum) durchgefu¨hrt. Fu¨r die Untersuchung wurden
alle Tiere narkotisiert. Die Narkose sorgte fu¨r Immobilisation des Tieres, was die Da-
tenerhebungen stark erleichterte und zuverla¨ssiger machte. Da die Ana¨sthesie tempe-
raturabha¨ngige Vera¨nderungen der Herzfunktion und der Herzfrequenz verursachte,
wurde die Ko¨rpertemperatur mit einemWa¨rmekissen aufrechterhalten. Als Narkose-
mittel wurde der Alkohol Avertin eingesetzt. Dieses Injektionsana¨sthetikum wurde
urspru¨nglich zum Gebrauch in den Winthrop Laboratories unter dem Handelsna-
men Avertin® hergestellt. Dieses Produkt ist nicht mehr erha¨ltlich. Deshalb muss
man Avertin aus 2-2-2 Tribromoethanol (RTECS, KM 3675000 , Sigma-Aldrich)
und tert-Amylalkohol selbst anmischen. Aus beiden Stoffen wurde eine Stocklo¨sung
hergestellt. Zu 0,5ml dieser Stocklo¨sung wurden 39,5ml 1-fach PBS gegeben. Die
1,2%ige Lo¨sung wurde dann in einer Dosierung von 0,2ml/10 g Ko¨rpergewicht ein-
gesetzt. Damit sich keine Luft zwischen dem Schallkopf und der Ko¨rperoberfla¨che
befand, wurden die Haare an der Brust der Tiere mittels einer Enthaarungscreme
entfernt. Anschließend wurde Ultraschall-Kontaktgel aufgetragen. Die Tiere wurden
zur Untersuchung in Ru¨ckenlage verbracht und auf einer Wa¨rmematte platziert, um
ein Ausku¨hlen der Ma¨use zu verhindern. Die Darstellung der Herzen in der Kurzach-
se bzw. M-Mode ermo¨glichte die Messung der Wandsta¨rke und deren Vera¨nderungen
wa¨hrend der Systole und Diastole, die Ventrikelgro¨ße im Verlauf von Systole und
Diastole, aber auch das Kontraktionsvermo¨gen des Myokards. Ein wichtiger Parame-
ter, der aus dem Verha¨ltnis von endsytolischem und enddiastolischem Durchmesser
des linken Ventrikels gewonnenen werden konnte, war die linksventrikula¨re systo-
lische Verku¨rzungsfraktion (FS) als Maß fu¨r die Kontraktilita¨t von Kammerwand
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und Septum.
3.4.2 Bestimmung der Infarktgro¨ße
Zur Messung der Infarktgro¨ße wurden zwei unterschiedliche Fa¨rbemethoden ver-
wendet. Zur Bestimmung der Infarktgro¨ßen nach 24 Stunden wurde eine Perfusi-
onsfa¨rbung mittels Evans-blue (E 2129-10G, Sigma Aldrich) durchgefu¨hrt, die das
noch perfundierte Gebiet des Ventrikels markierte. Die sog. Area at Risk2 wurde
mit dem Vitalfarbstoff Tetrazoliumchlorid (T 88775 G, Sigma-Aldrich) rot gefa¨rbt,
wa¨hrend das eigentliche Infarktareal gelblich bis weiß blieb (Michael et al. 1995).
Die Infarktgro¨ßenbestimmung nach fu¨nf Wochen erfolgte an Herzschnitten, die HE
gefa¨rbt waren.
Infarktgro¨ßen nach 24 Stunden
Fu¨r diesen Versuch wurden insgesamt 26 Tiere aus allen Infarkt-Gruppen verwendet.
Die Ma¨use wurden 24 Stunden nach ihren Infarktoperationen ein weiteres Mal in
Narkose gelegt. Fu¨r diesen Finalversuch wurden 0,002ml pro 10 g Ko¨rpergewicht Do-
mitor (Domitor ad us. vet., Pfizer AG) und 0,0006ml pro 10 g Ko¨rpergewicht Keta-
nest (Ketamin 10%, ESSEX Tierarznei Mu¨nchen) eingesetzt. Zusa¨tzlich erhielten die
Tiere u¨ber eine Atemmaske ein Sauerstoff-Isoflurangemisch (Baxter-Isofluran, mit
einer Flaschengro¨ße von 250ml). Der Volumenfluss des Sauerstoffs betrug 1 l/min
und die Konzentration des Isofluran 3 Vol.%. Die Narkosetiefe wurde mit dem Zwi-
schenzehenreflex u¨berpru¨ft. Erst wenn dieser nicht mehr auszulo¨sen war, wurde der
Brustkorb der Tiere kurz vor dem Zwerchfell mittels Durchtrennung mehrerer Rip-
pen ero¨ffnet, sodass die Aorta descendens sichtbar wurde. Diese wurde vorsichtig
aus ihrer Fettumhu¨llung befreit und mit einer spitzen Pinzette leicht angehoben.
2 Die Area at Risk bezeichnet ein Gewebe, welches nach einem Infarktgeschehen gerade eben noch
durchblutet wird (sog. gefa¨hrdetes Gewebe). Dieses Gebiet befindet sich im Randbereich des
bereits abgestorbenen, TTC negativen Infarktareals. Es entha¨lt, obwohl auch hier die Durchblu-
tung nicht mehr gegeben ist, noch einige Reserven an NADPH. Somit fa¨rbt sich dieser Bereich
zwar noch rot (durch das TTC), aber nicht mehr blau (aufgrund der fehlenden Durchblutung
kann der Evans-blue Farbstoff nicht mehr in das Gewebe gelangen). Die Ausbildung der Area
at Risk a¨ndert sich im Laufe der Zeit nach einem Infarkt. Es wird kleiner, wa¨hrend das Gebiet
des ischa¨mischen, abgestorbenen Gewebes (die sog. Infarktnarbe) wa¨chst. Der Begriff der Area
at Risk stammt urspru¨nglich aus dem Fachgebiet der Geologie. Dort bezeichnet er Gebiete, die
von Erdbeben bedroht werden.
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Mit einer Mikro-Federschere wurde ein Flap in die Aorta geschnitten. Dieser wurde
mit der spitzen Pinzette in die Ho¨he gezogen, mithilfe einer zweiten Pinzette wurde
ein Katheter mit einem Außen-Durchmesser von 1mm bis vor das Herz geschoben,
wobei darauf geachtet wurde, mit dem Katheter nicht bis in den Vorhof zu gelangen.
U¨ber den Katheter wurde 0,7ml einer 0,5%igen Lo¨sung Evans-blue (E 2129-10G,
Sigma Aldrich) langsam injiziert. Das noch schlagende Herz wurde so u¨ber seine
Koronararterien blau gefa¨rbt, wobei sich das Infarktareal mit der Area at Risk nicht
fa¨rbten. Die Herzen wurden anschließend entnommen und mittels flu¨ssigem Stick-
stoff tiefgefroren (Michael et al. 1995).
Die tiefgefrorenen Herzen wurden am na¨chsten Tag in 1mm dicke Scheiben ge-
schnitten. Dazu wurden die Herzen auf einem Objekttra¨ger in Tissue Tek (O.C.T.
Compound) eingebettet und anschließend mit einer Rasierklinge und einem Lineal
in die entsprechenden Scheibendicke gebracht. Die so gewonnenen Schnitte wurden
mittels TTC (T 88775 G, Sigma-Aldrich) gefa¨rbt.
Tetrazoliumchlorid ist ein Farbstoff, der noch vitales, zur Zellatmung fa¨higes Ge-
webe rot fa¨rbt. Dieser Vorgang beruht auf der Reduktion des farblosen Tetrazolium-
salzes durch Diaphorasen zu rotem Formazan. Dazu sind NADPH und NADH sowie
dazugeho¨rige Diaphorasen, die Bestandteile der Atmungskette und des Cytochrom
P450-Systems sind, notwendig. Durch eine ischa¨mische Scha¨digung des Herzmuskels
gehen in den Zellen zuerst die Coenzyme NADPH und NADH und spa¨ter auch
die wandsta¨ndigen Enzyme selbst verloren. Daher entsteht in diesen Gebieten kei-
ne Fa¨rbung, wodurch der Infarkt eindeutig abgegrenzt ist. Fu¨r die TTC Fa¨rbung
wurde eine 1%ige Lo¨sung mit einem pH-Wert von 7,4 hergestellt. Diese wurde auf
37 °C gebracht und auf Eppendorf-Ro¨hrchen zu je 1ml verteilt. In diese wurden
die Herzschnitte gegeben. Wichtig dabei war, dass die Schnitte noch in gefrorenem
Zustand waren, damit sie in glatter Form blieben. Ohne diese Maßnahme ha¨tten
Schrumpfungsprozesse, ausgelo¨st durch das TTC, die Oberfla¨che verworfen und ei-
ne Auswertung unmo¨glich gemacht. Die Schnitte wurden in einem Wasserbad 20min
bei 37 °C inkubiert und anschließend in 10%ige Formalinlo¨sung eingelegt. Das For-
malin diente dazu, den Kontrast zwischen den einzelnen Arealen zu vergro¨ßern.
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EDV-gestu¨tzte Auswertung
Die Schnitte wurden im Anschluss mithilfe eines Binokulars mit angeschlossener Ka-
mera und Software digital fotografiert. Um die verschiedenen Herzen miteinander
vergleichen zu ko¨nnen, wurde ein Lineal neben den Schnitten platziert und mitfo-
tografiert. Mit der Software ImageJ wurden die Schnitte ausgemessen und in Re-
lation zueinander gesetzt. Gemessen wurde der gesamte linke Ventrikel abzu¨glich
des Ventrikelvolumens, die Fla¨che des reinen Infarktgebietes (nicht angefa¨rbtes,
gelblich-weißes Gebiet) und das Gebiet der Area at Risk, das sich rot angefa¨rbt
hatte. Gebiete, die keine satte Rotfa¨rbung aufwiesen, wurden dem Infarktgebiet zu-
gerechnet. Vitales Gewebe stellte sich blau dar. Bestimmt wurde neben den eben
genannten Parametern das Verha¨ltnis von Infarkt zur Area at Risk, von Area at
Risk zum linken Ventrikel und das Verha¨ltnis vom Infarktgebiet zum linken Ven-
trikel (Michael et al. 1995). Aufgrund der Schnittfu¨hrung konnten die Volumi-
na der einzelnen Schnitte na¨herungsweise bestimmt werden, indem die gemessenen
Fla¨chen mit der Dicke (1mm) multipliziert wurden. Danach wurde das prozentuale
Verha¨ltnis der einzelnen Volumina zueinander berechnet.
Infarktgro¨ßen nach fu¨nf Wochen
Fu¨r diese Messung wurden mindestens sechs Tiere der bereits erwa¨hnten Infarkt-
gruppen geto¨tet. Dies geschah durch cervikale Translokation. Diese Technik beruht
auf einer vollsta¨ndigen Trennung des Scha¨dels mit Gehirn von der Wirbelsa¨ule und
der dort verlaufenden Nervenstra¨nge. Dabei wird der Scha¨del der Tiere direkt an der
Basis nach vorn und unten gedru¨ckt, wa¨hrend der Ko¨rper ruckartig nach hinten und
oben gezogen wird. Diese Methode erzeugt fu¨r die Tiere keinen Schmerz, schnelle
Besinnungslosigkeit und sofortigen Tod. Alle willentlichen Bewegungen und sensori-
schen Funktionen kommen durch die Zusammenhangstrennung der Wirbelsa¨ule zum
Erliegen (Michael et al. 2004). Allerdings ko¨nnen trotzdem noch unwillku¨rliche
Bewegungen auftreten. Beim To¨ten der Ma¨use wurde entsprechend dem Bundes-
tierschutzgesetz darauf geachtet, diese so wenig wie mo¨glich aufzuregen und somit
Angst oder psychischen Stress und Schmerzen zu vermeiden. Im Anschluss an die
To¨tung wurden die Ko¨rper der Tiere gewogen. Die noch schlagenden Herzen wurden
entnommen und in geku¨hltes 1-fach PBS gelegt. Dann wurden sie nach vorherigem
Trockentupfen ebenfalls gewogen und schließlich in 3,7%igem PFA in PBS fixiert.
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Das Schneiden und Fa¨rben der Herzen erfolgte durch OA Dr. Burkhard Helmke im
Institut fu¨r Pathologie der Universita¨tsklinik Heidelberg. Dafu¨r wurden von einem
Herzen, nachdem es in Paraffin eingebettet worden war, vom Apex bis zur Basis
im Abstand von 500 µm je drei Querschnitte angefertigt. Die Schnitte wurden in
einem Wasserbad auf Objekttra¨ger aufgezogen. Nach einer Trockenzeit von 30min
bei 60 °C wurde die Fa¨rbung in folgenden Schritten durchgefu¨hrt:
1. 15min Waschen der Schnitte in Xylol zum Entparaffinieren des Gewebes.
2. Jeweils 1min rehydrieren in einer absteigenden Alkohol-Reihe von 96%igem,
80%igem und 50%igem Ethanol.
3. Spu¨len mit Aqua bidest.
4. 10min Fa¨rben in Mayers Ha¨malaun.
5. Spu¨len mit Aqua bidest.
6. Bla¨uen in Leitungswasser (3-5min).
7. Ansa¨uern in 2%igem Eosin mit Essigsa¨ure (45 s).
8. Spu¨len mit Aqua bidest.
9. Spu¨len mit 100%igem Alkohol.
10. Spu¨len mit Xylol zur Konservierung.
Aus dem Xylol heraus werden die Schnitte eingedeckt.
3.4.3 Zellgro¨ßenbestimmung
Zur Bestimmung der Zellgro¨ßen wurden dieselben Schnitte herangezogen wie bereits
zur Bestimmung der Infarktgro¨ßen nach fu¨nf Wochen. Die HE-Schnitte wurden dafu¨r
mit einem Mikroskop mit eingebautem Gro¨ßenmaßstab in 20-facher Vergro¨ßerung
fotografiert und digitalisiert. Anschließend konnten mit der oben bereits erwa¨hnten
Software ImageJ die Bildausschnitte vermessen werden. Insgesamt wurde aus je-
der Gruppe der scheinoperierten Ma¨use von vier Tieren jeweils 50 Kardiomyozyten
vermessen. Aus den Infarktgruppen wurden von jeweils sechs Ma¨usen ebenfalls 50
Kardiomyozyten vermessen. Beim Vermessen der Zellen wurde darauf geachtet, diese
mo¨glichst im Querschnitt zu treffen.
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3.4.4 Protein und RNA aus den Herzen
Diejenigen Herzen, die nicht in die Pathologie zum Schneiden gegeben wurden, wur-
den zur Gewinnung von RNA und Protein genutzt. Das To¨ten der Tiere erfolgte
hierfu¨r ebenfalls u¨ber cervikale Translokation. Die Tierko¨rper wurden gewogen und
anschließend wurde der Brustkorb ero¨ffnet. Mittels einer 1ml Spritze, die vorher
mit Heparin (Heparin-Natrium 25.000 IE, B/Braun) durchgespu¨lt worden war, wur-
de den Tieren zwischen 0,4 und 0,6ml Blut entnommen. Dieses wurde umgehend
in BD Microtainer PST LH-Ro¨hrchen (REF 365953, BD) umgefu¨llt und fu¨r 3min
bei 13.000U/min zentrifugiert. Das gewonnene Plasma wurde bei −80 °C gelagert.
Daraufhin wurden die Herzen entnommen und kurz in kaltes 1-fach PBS gelegt.
Nach dem Trockentupfen wurden zuerst die ganzen Herzen auf einer Feinwaage ge-
wogen und anschließend der rechte Ventrikel mit einer spitzen Schere abgetrennt.
Rechter und linker Ventrikel mit Septum wurden ebenfalls gewogen. Dies alles ge-
schah mo¨glichst rasch, um eventuelle Abbauprozesse durch RNAsen, Proteinasen
und Phosphatasen mo¨glichst gering zu halten. Die gewonnenen Gewebe wurden an-
schließend bei −80 °C gelagert.
RNA-Pra¨peration
Fu¨r die Pra¨peration von RNA aus Myokard werden mindestens 100mg Gewebe
beno¨tigt. Alle Schritte wurden mit Handschuhen an einem RNAse freien Platz und
auf Eis durchgefu¨hrt. Neben RNAse freien Eppendorf Cups wurden ausschließlich
DEPC-Wasser sowie PA-Isopropanol, PA-Chloroform und PA-Ethanol verwendet.
Die RNA-Pra¨peration geschah folgendermaßen:
1. Homogenisieren der Proben in einem sterilen 14ml Tube zuzu¨glich 1ml Trizol
(Kat. Nr. 15596-018, Invitrogen).
2. Inkubieren (5min) bei Raumtemperatur.
3. Applikation von jeweils 250 µl Chloroform (Nr. 73386, J.T.Baker) zu jeder
Probe.
4. Schwenken zur Durchmischung und U¨berfu¨hren der Proben in ein 2ml Cup.
5. Zentrifugieren 15min bei 1.200U/min und 4 °C.
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6. Abnehmen des U¨berstandes und U¨berfu¨hrung in ein neues Cup.
7. Hinzufu¨gen von jeweils 0,5ml Isopropanol (Nr. A0900, Appli Chem).
8. Zentrifugieren bei 12.000U/min und 4 °C.
9. Verwerfen des U¨berstandes.
10. Waschen des Pellets mit jeweils 1ml 75%igem Ethanol (UN1170, Ethanol
absolut puriss. p.a., Sigma-Aldrich).
11. Zentrifugieren bei 7.500U/min 5min und Verwerfen des U¨berstands.
12. Trocknen der Pellets und Aufnehmen in jeweils 45ml DEPC-Wasser.
Fu¨r die fotometrische Bestimmung der RNA-Konzentration wurde 1 µl des
gelo¨sten Pellets mit 99 µl DEPC-Wasser vermengt. Die Messung erfolgte in einer
Quarzku¨vette bei 260 nm Wellenla¨nge. Bis zu ihrer Verwendung wurden die Proben
bei −80 °C gelagert.
Protein-Pra¨peration
Fu¨r die Pra¨peration von Protein wurden die gefrorenen Herzstu¨cke mithilfe eines
Ultraturrax in RIPA-Puffer homogenisiert. Der Puffer wurde mit DTT, Proteinas-
einhibitoren und Phosphatase-Inhibitoren angereichert. Die Herzen wurden dafu¨r in
1ml Puffer aufgenommen und sofort dreimal fu¨r jeweils 6 s homogenisiert. In den
kurzen Pausen zwischen den Homogenisierungsschritten wurden die Proben auf Eis
gestellt. Damit sollte der Erwa¨rmung und Denaturierung der Proteine durch die
Raumtemperatur und den Mixvorgang vorgebeugt werden. Im Anschluss an das
Homogenisieren wurden die Proben fu¨r 10min bei 1.200U/min und 4 °C zentri-
fugiert. Der U¨berstand wurde danach abgenommen und die Proteinkonzentration
gemessen. Die Proteinmessung geschah u¨ber eine Standardreihe, wobei gegen BSA3
standardisiert wurde.
3BSA: bovines Serum Albumin
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Herstellen von cDNA
Die Aufreinigung und der DNAse I Verdau der RNA fu¨r die Herstellung der cDNA
erfolgte mithilfe des RNeasy Kits von Quiagen (RNeasy Mini Kit, Kat.Nr. 74104,
Quiagen). Dabei wurde strikt nach dem mitgelieferten Protokoll von Quiagen vor-
gegangen. Die Aufreinigung und DNAse I Verdau erfolgte dabei u¨ber die im Kit
enthaltene Sa¨ulen, mitgelieferten Puffer und Enzyme. Diese Methode der Aufreini-
gung war sehr effizient, weshalb wenig RNA durch den Reinigungsschritt verloren
ging. Weiter wurde zur Herstellung der cDNA mithilfe des SuperScriptIII First-
Strand Synthesis System von Quiagen (Kat.Nr 18080-051) in folgenden Schritten
verfahren:
1. Fotometrische Bestimmung der RNA-Konzentration in den einzelnen Proben.
2. Herstellung einer Lo¨sung aus 1 µl der Probe mit der ho¨chsten Konzentration
und 7 µl Aqua bidest.
3. Herstellung von Lo¨sungen der restlichen Proben mit identischer Konzentrati-
on und Volumen, wie sie im zweiten Schritt hergestellt wurde. Dabei du¨rfen
maximal 8 µl der RNA-Proben eingesetzt werden.
4. Zugabe von 1 µl 10mM dNTPs und 1 µl Enzym.
5. Inkubation bei 65 °C 5min.
6. 1min auf Eis stellen.
7. Abzentrifugieren.
8. Zugabe von 2 µl RT buffer, 4 µl 25 mM MgCl, 2 µl 0,2M DTT, 1 µl RNase-
Inhibitor RNase out sowie 1 µl Superscript III Reverse Transcriptase.
9. 10min Ruhen bei Raumtemperatur.
10. Inkubation 50min bei 50 °C.
11. Abstoppen der Reaktion durch Erwa¨rmung auf 85 °C fu¨r 5min.
12. RNAseH Verdau fu¨r 20min bei 37 °C.
13. Verdu¨nnen der Proben auf eine Konzentration von 2, 5 × 10−2 µl/dl.
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Dot Blot
Zur Herstellung eines Dot Blots wurde ein Bio-Dot Microfiltration Apparatus von
Bio-Rad (KatalogNr. 170-6545) verwendet. Dieser wurde bereits am Abend vor der
Benutzung in 0,4M NaOH, die mit DEPC-Wasser angesetzt wurde, eingelegt. Dies
diente der Verminderung von RNAsen. Zusa¨tzlich wurde die Kammer autoklaviert.
Der Apparat wurde nach Anleitung zusammengebaut. Zwischen der oberen und
unteren Ha¨lfte wurde eine angefeuchtete Bio-Rad-Zeta-Probe-Membran (Kat. Nr.
162-0196, Bio Rad) eingelegt. Danach wurden die Schrauben diagonal festgezogen.
In der so pra¨parierten Kammer wurde anschließend ein Vakuum angelegt. Unter dem
Vakuum wurden die Schrauben nochmals angezogen, um eine sichere Abdichtung zu
gewa¨hrleisten. Nachdem das Vakuum gelo¨st worden war, wurden 100 µl von 2-fach
SSC und 0,05% SDS-Lo¨sung in jedes der 96 Wells gegeben. Nach erneutem Anlegen
des Vakuums und Durchsaugen des Puffers wurden die zuvor mit 500 µl des oben
genannten Puffers vermischten Proben aufgetragen. Auf nicht durch Proben beleg-
te Wells wurde ausschließlich Puffer gegeben. Die RNA-Lo¨sung wurde daraufhin
mit geringem Vakuum durchgesaugt. Anschließend wurden alle Wells nochmals mit
500 µl Puffer gewaschen und durch erneutes Anlegen des Vakuums getrocknet. Die
Membran wurde der Apparatur entnommen und in 2-fach SSC und 0,05% SDS ge-
waschen. Danach wurde sie zwischen zwei Lagen Whatman Papier zum Crooslinker
gegeben und dann bei 4 °C gelagert.
Zur Herstellung einer radioaktiven Sonde wurde wie folgt verfahren: 25 ng einer
Wildtyp-Ma¨use-cDNA wurden in 20 µl ddH2O gelo¨st und fu¨r 5min bei 95 °C dena-
turiert. Anschließend wurden der cDNA jeweils 1 µl 500 µM dATP, dGTP, dTTP
und 20 µl 2,5-fach Random Primer Solution hinzugefu¨gt. Erst im Radioaktivlabor
wurden 5 µl α32P-dCTP dazupipettiert. Die Proben wurden auf ein Volumen von
49 µl mit ddH2O aufgefu¨llt. Alle Schritte fanden auf Eis statt. Nach kurzem Mi-
schen wurde 1 µl Klenow Fragment hinzugefu¨gt. Nach einer Inkubation von 60min
bei 37 °C wurden zum Abstoppen der Reaktion 5 µl eines Stop-Puffers dazugegeben.
Zur Hybridisierung wurde die Membran fu¨r zwei Stunden in 40ml eines vor-
gewa¨rmten Pra¨hybridisierungspuffers (2 × SSC und 0,05% SDS) bei 65 °C im Hy-
bridisierungsofen inkubiert. Anschließend wurde die Membran mit 20ml Hybridisie-
rungslo¨sung (2 × SSC und 0,05% SDS), die 1 × 6 cpm/ml der radioaktiven Sonde
enthielt, inkubiert. Nach der Hybridisierung wurde die Membran zweimal 15min in
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0,1-fach SSC und 0,1% SDS gewaschen. Zum Schluss wurde die Membran auf einen
Ro¨ntgenfilm gelegt und 18 h bis 200 h entwickelt.
Real-Time PCR
Fu¨r die Herstellung der cDNA wurden die auf eine Konzentration von 2, 5 × 10−2
µl/dl verdu¨nnten Proben auf eine 96-Well Platte aufgetragen und jeder Probe wur-
den 24 µl eines Mastermix hinzugefu¨gt. Dieser bestand aus 1.800 µl SYBR Mas-
termix, 72 µl ROX Farbstoff und 864 µl ddH2O. Die PCR wurde nach folgendem
Protokoll durchgefu¨hrt:
• 2min bei 50 °C, 2min bei 95 °C, 95 °C 15 s und 30 s bei 58 °C.
• U¨bergang 72 °C 30 s.
• Dissoziationsschritt 95 °C 15 s, 60 °C 20 s und 95 °C 15 s.
Western Blot
Alle Western Blots wurden mithilfe des Odyssey® Imaging System der Firma LI-
COR Biosciences GmbH entwickelt. Dies erforderte folgendes Protokoll:
• Da die zu erwartenden Antiko¨rperbanden zwischen 30 kD und 50 kD lagen
(Tubulin bei 50 kD4, Rcan1-4 bei 30 kD5 und Calsarcin bei 34 kD6), wurden
12,5%ige Gele gegossen.
• Geblockt wurde u¨ber Nacht in 3% Milchpulver in PBS.
• Der Erst- und Zweitantiko¨rper (α-anti mouse bzw. anti rabbit7) wurden in
0,1%igem PBST und 3% Milchpulver gelo¨st.
• Gewaschen wurde ebenfalls mit PBST 0,1% und zuletzt mit einfach PBS.
Die Verwendung des Odysse® Gera¨tes ermo¨glichte das Auftragen von zwei An-
tiko¨rpern gleichzeitig, wobei einer von beiden mono-, der andere polyklonal sein
musste. Als Kontrolle wurde fu¨r diese Arbeit immer der monoklonale Tubulinan-
tiko¨rper verwendet.
4monoklonal mouse anti-Tubulin, 1:20.000
5polyklonal rabbit anti-Rcan1-4, 1:1.000
6polyklonal rabbit anti-Calsarcin-1, 1:750
7IRDye 800CW Goat anti-Rabbit IgG bzw. anti-mouse (LI-COR Biosciences)
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Tabelle 3.2: U¨bersicht u¨ber die Anzahl der insgesamt operierten Tiere, deren
Sterblichkeit und die Anzahl der gestorbenen Tiere mit Ventrikelrup-
tur, Anzahl der verwendeten Tiere fu¨r Evans-blue Fa¨rbungen und
HE-Schnitte, Anzahl der Tiere, die einer Ultraschalluntersuchung un-
terzogen wurden, Anzahl der Tiere, deren Herzen auf RNA- und Pro-
teinebene untersucht wurden (jeweils aufgeschlu¨sselt nach den Maus-
linien knockout, transgen und Wildtyp – fu¨r scheinoperierte und echte
Infarktma¨use)
Ma¨use insgesamt knockout-Ma¨use transgene Ma¨use Wildtyp-Ma¨use
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19 21
Statistik
Alle Ergebnisse werden als Mittelwert mit Standardabweichung (SEM) dargestellt.
Ausnahmen davon werden speziell kenntlich gemacht. Zur Erhebung der statistischen
Ergebnisse wurde der sog. T-Test (zweiseitig) bzw. ANOVA verwendet. p-Werte, die




In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der experimentellen Untersuchungen zum
Einfluss von Calsarcin-1 auf das Remodeling nach Myokardinfarkt dargestellt. Dafu¨r
wurden drei Gruppen von Ma¨usen (s. Kapitel 3.1 auf S. 29) verwendet, die Calsarcin-
1 in unterschiedlicher Weise exprimieren: Wildtyp-Ma¨use, Calsarcin-1 transgene
Ma¨use und Calsarcin-1 knockout-Ma¨use. Bei einem Teil der Tiere aus den jeweiligen
Gruppen wurde mittels eines chirurgischen Eingriffs ein Myokardinfarkt induziert,
wa¨hrend der restliche Teil der jeweiligen Gruppe einer Scheinoperation unterzo-
gen wurde. Fu¨r die Eigenschaften der drei Mausgruppen werden im folgenden Text
Abku¨rzungen verwendet: Calsarcin-1 transgene Maus: tg, Calsarcin-1 knockout-
Maus: ko, Wildtyp-Maus: Wt. Die scheinoperierten Tiere werden im Folgenden mit
sham bezeichnet und die Tiere mit Myokardinfarkt mit Mi.
4.1 Evans-blue Fa¨rbungen
Mithilfe der Evans-blue-Tetrazolium Fa¨rbungen sollte zum einen stichprobenartig
u¨berpru¨ft werden, ob es gelungen war, die linke Koronararterie bei allen Tieren
auf derselben Ho¨he zu ligieren. Zum anderen konnte damit festgestellt werden, ob es
bereits nach 24 Stunden Unterschiede in der Infarktgro¨ße, dem minderdurchbluteten
Gebiet um den Infarkt (sog. Area at Risk) und dem noch vitalen Gewebe gab. Dazu
wurden aus jeder Gruppe sechs (tg Mi und Wt ko Mi) bzw. sieben Tiere (Wt tg
Mi und ko Mi) einer Infarktoperation unterzogen und am na¨chsten Tag geto¨tet.
Einen Tag nach der Ligatur der LAD war kein signifikanter Unterschied zwischen
den einzelnen Infarktgruppen zu erkennen. Dies zeigt sich im Verha¨ltnis der Fla¨che
von TTC (Tetrazoliumchlorid) negativem Gewebe zur Fla¨che des linken Ventrikels,
welches in Abbildung 4.1 auf S. 56 dargestellt ist. Das TTC negative Gewebe stellt
die eigentliche Infarktnarbe dar. Die Blutzufuhr dieses Gewebes wurde durch die


























































Abbildung 4.1: Prozentuales Verha¨ltnis der TTC negativ erscheinenden Infarkt-
fla¨che zur Gesamtfla¨che des linken Ventrikels nach 24 h permanen-
ter Ligatur. Ausgemessen wurden insgesamt sieben (Wt tg Mi u.















































Abbildung 4.2: Prozentuales Verha¨ltnis der Fla¨che des linken Ventrikels zu der
Fla¨che der Area at Risk nach 24 h permanenter Ligatur. Ausge-
messen wurden insgesamt sieben (Wt tg Mi u. ko Mi) bzw. sechs
Herzen (tg Mi u. Wt ko Mi)
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Abbildung 4.3: Beispiel eines vom Apex bis zur Herzbasis in Scheiben geschnitte-
nen Calsarcin-1-knockout-Infarkt Herzens. Nach 24 h permanen-
tem Infarkt wurden die Herzen intra vitam anterograd (retro-
grad hinsichtlich der Richtung des Blutflusses in der Aorta) erst
mit dem blauen Farbstoff Evans-blue gefa¨rbt und nach Entnahme
zusa¨tzlich mit dem roten Farbstoff TTC. Der weißliche Bereich
ist das Infarktareal (in der zweiten Abbildung ist dieser Bereich
durch einen Pfeil markiert), die Area at Risk stellt die gesamte
Fla¨che dar, die nicht dunkel gefa¨rbt ist (s. unterer Pfeil in der vier-
ten Abbildung). Blau stellt sich das vitale Gewebe dar (s. oberer
Pfeil in der vierten Abbildung). Ausgemessen wurden die Herzen
von insgesamt sieben Tieren. Die Herzen wurden im gefrorenen
Zustand in 1mm dicke Scheiben geschnitten. Das Ausmessen der
Fla¨chen erfolgte nach vorherigem Fotografieren mittels der Soft-
ware ImageJ. Allgemein gilt: blaue Fa¨rbung: zum Zeitpunkt der
Infarktinduktion noch durchblutetes Gewebe (Area not at Risk);




Abbildung 4.4: Beispiel eines in 1mm dicke Scheiben aufgeschnittenen Herzens
eines Wildtyp-knockout-Infarkt Tieres. Vermessen wurden insge-
samt die Herzen von sechs Ma¨usen dieses Genotyps. Details zur
Pra¨paration und Fa¨rbung werden in der Bildunterschrift der Ab-
bildung 4.3 auf S. 57 sowie in der Fußnote 2 auf S. 44 erla¨utert.
Abbildung 4.5: Herz einer Calsarcin-1 transgenen Maus mit 24 h permanentem In-
farkt. Ausgemessen wurden sechs Herzen von Tieren dieser Grup-
pe. Details zur Pra¨paration und Fa¨rbung werden in der Bildun-
terschrift der Abbildung 4.3 auf S. 57 erla¨utert.
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4.2 Echokardiographische Untersuchung der Tiere
Abbildung 4.6: Beispiel eines Herzens eines Wildtyp-Tieres aus der transgenen
Linie. Gefa¨rbt und vermessen wurden sieben Herzen. Details zur
Pra¨paration und Fa¨rbung werden in der Bildunterschrift der Ab-
bildung 4.3 auf S. 57 erla¨utert.
aus. Durch die fehlende Blutzufuhr kam es zum Zelltod in diesem Gebiet, weshalb
auch kein NADPH und NADH mehr vorhanden sind. Diese beiden Energietra¨ger
werden zur Rotfa¨rbung durch TTC beno¨tigt (s. dazu auch Kapitel 3.4.2 auf S. 44).
Ebenfalls kein signifikanter Unterschied der einzelnen Infarktgruppen war im
Verha¨ltnis der Fla¨che der Area at Risk (= rotgefa¨rbtes minderdurchblutetes Ge-
webe) zu der Fla¨che des linken Ventrikels zu erkennen. Durch Abbildung 4.2 auf S.
56 wird auch deutlich, dass mo¨gliche Unterschiede in der Infarktgro¨ße, wie sie durch
Gro¨ßenunterschiede in der Area at Risk ha¨tten auftreten ko¨nnen, auszuschließen
sind. Dies zeigt, dass bei allen Tieren ein vergleichbar großes Infarktareal produziert
wurde. Weiterhin la¨sst sich aus diesem Ergebnis schlussfolgern, dass das Calsarcin-
1 Transgen keinen Einfluss auf die Gro¨ße eines Infarkts nach 24 Stunden nimmt.
Veranschaulicht werden diese Ergebnisse durch die Abbildungen 4.3 auf S. 57, 4.4
auf S. 58, 4.5 auf S. 58 und 4.6 auf S. 59. Fu¨r diese Abbildungen wurde aus jeder
Infarktgruppe jeweils ein repra¨sentatives Herz ausgewa¨hlt, das von der Basis bis zur
Spitze in 1mm dicke Scheiben zerschnitten wurde. Vitales Gewebe fa¨rbt sich blau
an, rot stellt sich die minderdurchblutete Area at Risk dar. Die Infarktnarbe fa¨rbt
sich nicht an und erscheint deshalb weiß (s. Kapitel 3.4.2 auf S. 44).
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Abbildung 4.7: Ultraschallaufnahmen (M-Mode) von zwei scheinoperierten Tie-
ren (obere Reihe) und zwei Tieren mit Myokardinfarkt (untere
Reihe). Links oben: Wt sham, rechts oben: ko sham, links unten:
Wt Mi, rechts unten: ko Mi. Die Abku¨rzungen stehen fu¨r folgende
Begriffe: D: Diastole (Vorgang der Relaxation des Ventrikels), S:
Systole (Vorgang der Kontraktion des Ventrikels), LV: linker Ven-
trikel, LVED: linksventrikula¨rer Durchmesser, LVHW: linksventri-
kula¨re Hinterwand, LVS: linksventrikula¨res Septum. Auffa¨llig ist
die bessere Kontraktion der beiden scheinoperierten Herzen und
der geringere Durchmesser des linken Ventrikels. Demgegenu¨ber
sind beide Herzen der Infarkttiere deutlich dilatiert, wobei der lin-
ke Ventrikel des Calsarcin-1 knockout-Tieres den gro¨ßten Durch-
messer des linken Ventrikels aufweist. Bei diesem Tier ist auch
keine synchrone Kontraktion des linken Ventrikels mehr zu erken-
nen. Die stark dilatierte Hinterwand des linken Ventrikels schla¨gt
deutlich langsamerer als das ebenfalls dilatierte Septum.
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Abbildung 4.8: Der linksventrikula¨re enddiastolische Diameter (LVEDD) ist ein
Maß fu¨r die Dilatation des linken Ventrikels. Die knockout-Ma¨use
mit Infarkt zeigen im M-Mode eine deutliche Dilatation ge-
genu¨ber den Wildtyp-Tieren mit Infarkt und den transgenen In-
farktma¨usen. Hoch signifikant sind die Unterschiede zwischen den





























Abbildung 4.9: Darstellung der Verku¨rzungsfraktion (Fractional Shortening) des
linken Ventrikels, berechnet nach Gleichung 4.1 auf S. 63.
Calsarcin-1 knockout-Ma¨use mit Infarkt zeigten eine erheblich
schlechtere Verku¨rzungsfraktion im M-Mode als die Gruppe der
Wildtyp-Tiere mit Infarkt und die der transgenen Ma¨use. Ebenso
besaßen alle Tiere mit Infarkt eine erheblich schlechtere Pump-
funktion des linken Ventrikels als die scheinoperierten Ma¨use.
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4.2 Echokardiographische Untersuchung der Tiere
Fu¨nf Wochen nach ihrer Schein- oder Infarktoperation wurden die Ma¨use erneut
in Narkose gelegt und einer Ultraschalluntersuchung unterzogen (s. dazu auch S.
43). Im Kurzachsenschnitt wurde der zeitabha¨ngige Verlauf der Pumpaktivita¨t im
M-Mode der Herzen erfasst. Dabei stellt die horizontale Achse den Zeitverlauf mit
aufeinanderfolgender Kontraktion (Systole) und Entspannung (Diastole) dar. Zur
Quantifizierung der Hypertrophie sowie zur Bestimmung funktioneller Parameter
wurde der Durchmesser des linken Ventrikels1, die Dicke der Hinterwand2 und des
Septums ausgemessen (s. Kapitel 3.4.1 auf S. 43). In den Ultraschallbildern (s. Ab-
bildung 4.7 auf S. 60) sind diese Diameter exemplarisch bei zwei scheinoperierten
Ma¨usen und zwei Ma¨usen mit Myokardinfarkt verdeutlicht. Ein Maß fu¨r die Dilatati-
on eines Ventrikels ist dessen Innendurchmesser. Dieser Diameter wird an dem Punkt
der weitesten Ausdehnung eines Ventrikels, also in der Diastole, gemessen. Durch
den Versuchsansatz (s. Kapitel 3.3 auf S. 36) wurde gezielt der Innendurchmesser
des linken Ventrikels (sog. LVEDD, linksventrikula¨rer enddiastolischer Diameter)
bestimmt. Die ermittelten Werte werden in Abbildung 4.8 auf S. 61 dargestellt. Die
Kontrollgruppen der scheinoperierten Ma¨use zeigen in der vorliegenden Arbeit alle
einen LVEDD von 0,398± 0,00358 cm. Gegenu¨ber diesem Referenzwert weisen alle
Tiere mit Myokardinfarkt einen dilatierten linken Ventrikel auf (Signifikanzniveau
jeweils p < 0, 001 (Mi vs. sham)). Ebenso sind die Unterschiede zwischen der Grup-
pe der knockout-Ma¨use und derjenigen der Wildtypen mit Infarkt hoch signifikant
(0,558 cm (ko Mi) vs. 0,494 cm (Wt Mi), p < 0, 001), nicht jedoch zwischen den
transgenen Tieren mit Infarkt und den Wildtypen (LVEDD von 0,481 cm (tg Mi)
vs. 0,494 cm (Wt Mi), p = 0, 5049).
Aus dem LVEDD und dem LVESD (linksventrikula¨rer endsystolischer Diameter),
dem gro¨ßten und kleinsten Durchmesser des linken Ventrikels wa¨hrend des Pump-
1Der linksventrikula¨re Durchmesser (LVED) kann zum Ende der Diastole oder in der Systole
bestimmt werden (s. Abbildung 4.7 auf S. 60). Daraus la¨sst sich eine Aussage treffen, wie stark
sich ein Ventrikel kontrahieren kann und wie weit seine Ausdehnung in der Diastole ist. Diese
beiden Parameter fließen in die Berechnung des Fractional Shortenings ein (Gleichung 4.1 auf
S. 63). Dieses ist ein Maß fu¨r die Kontraktionsfa¨higkeit eines Ventrikels.
2Die linksventrikula¨re Hinterwand ist der Teil des linken Ventrikels, der nicht Septum ist. Durch
die Lage des Herzens und Wahl der Schallebene (fu¨r die M-Mode Darstellung wird die Kurz-
achsenebene gewa¨hlt) fa¨llt der vom Ultraschallkopf ausgesendete Impuls erst auf den rechten
Ventrikel. Er durchdringt dann das Septum, geht durch den linken Ventrikel und trifft als letztes
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vorgangs, la¨sst sich das Fractional Shortening (FS) berechnen. Die Verku¨rzung des
Herzens gilt als Maß fu¨r die Kontraktilita¨t und die noch vorhandene Pumpfunktion





Die Werte werden in Abbildung 4.9 auf S. 61 dargestellt. Die scheinoperierten Tie-
re unterscheiden sich hinsichtlich ihres Pumpvermo¨gens nicht. Es konnte fu¨r alle
Gruppen der scheinoperierten Tiere ein Referenzwert von 0,4831± 0,0103% errech-
net werden. Demgegenu¨ber zeigten alle Tiere mit einem Herzinfarkt eine deutliche
Einschra¨nkung der Pumpfunktion des Herzens (Signifikanzniveau jeweils p < 0, 001
(Mi vs. sham)). Die Gruppe der knockout-Tiere mit Infarkt zeigte die schlechteste
Pumpfunktion im Vergleich zu den beiden anderen Tier-Gruppen mit Myokardin-
farkt (FS von 0,238% (ko Mi) vs. 0,376% (Wt Mi) und 0,353% (tgMi), jeweils
p < 0, 001). Die Pumpfunktion der transgenen Ma¨use mit Infarkt unterschied sich
allerdings nicht signifikant von derjenigen der Wildtyp-Tiere mit Infarkt (FS von
0,3533% (tg Mi) vs. 0,376% (Wt Mi), p = 0, 431).
4.3 Untersuchung der Ma¨use nach fu¨nf Wochen
Nach der Ultraschalluntersuchung, welche fu¨nf Wochen nach den Operationen statt-
fand, wurden die Ma¨use geto¨tet. Unmittelbar danach wurde das Gewicht der Tiere
und das Herzgewicht ermittelt (s. Tabelle 4.1 auf S. 64). Allen Tieren wurde ein
Oberschenkelknochen entnommen und vermessen. Einigen Tieren wurde Blut ent-
nommen (s. dazu auch Schoensiegel et al. (2007)). Aus einem Teil der Herzen
wurden histologische Schnitte angefertigt. Der andere Teil der Herzen wurde entwe-
der zur RNA- oder Proteinpra¨paration verwendet. Das Vorgehen hierbei ist in den
Kapiteln 3.4.2 auf S. 44 und 3.4.4 auf S. 48 beschrieben.
4.3.1 Morphophysiologische Parameter
Neben echokardiographischen Analysen (s. Kapitel 4.2 auf S. 62) und histologi-
schen Analysen (s. Kapitel 4.3.2 auf S. 67) wurde das Herzgewicht als Hypertro-
phiemaß bestimmt. U¨blicherweise wird bei der Maus das Herzgewicht in Bezug zum
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Tabelle 4.1: U¨bersicht u¨ber die Herzgewichte und Tibiala¨ngen aller operierten
Tiergruppen. Ausgedru¨ckt als Mittelwert und zugeho¨rigem SEM. Die
La¨nge des Schienbeins (Tibia) ist bei allen Tiergruppen anna¨hernd
gleich. Beim Herzgewicht lassen sich deutliche Unterschiede zwischen
den scheinoperierten (sham) Ma¨usen und den infarktoperierten (Mi)
Ma¨usen erkennen.
Wt sham ko sham tg sham Wt Mi ko Mi tg Mi
Anzahl Tiere
operiert
58 25 15 86 64 30
Herzgewicht (mg) 136,7 ± 1, 1 131,84 ± 3,7 137,4 ± 5,4 193,7 ± 5,9 210,7 ± 13,4 177,7 ± 11,9
Ko¨rpergewicht (g) 32,5 ± 0,2 33,3 ± 1,2 32,5 ± 1,0 31,7 ± 0,3 29,8 ± 0,8 31,4 ± 1,1
Tibiala¨nge (mm) 17,3 ± 0,1 17,0 ± 0,1 17,6 ± 0,1 17,6 ± 0,1 17,4 ± 0,1 17,4 ± 0,2
Ko¨rpergewicht und/oder zur La¨nge des Schienbeins (Tibia) gesetzt. Einen U¨berblick
u¨ber die gemittelten Werte der einzelnen Tiergruppen und die Anzahl der operierten
Tiere findet sich in Tabelle 4.1 auf S. 64.
Quotient Herzgewicht-Ko¨rpergewicht
Um eine Aussage daru¨ber treffen zu ko¨nnen, ob es durch die Infarktoperationen
zu einer Hypertrophie-bedingten Massenzunahme der Herzen gekommen war, wur-
de der Quotient aus Herzgewicht und Ko¨rpergewicht gebildet. Dargestellt werden
die Ergebnisse in Abbildung 4.10 auf S. 65. Als Referenz dienten die drei Gruppen
der scheinoperierten Ma¨use (4,583± 0,0836mg/g; p nicht signifikant). Gegenu¨ber
den scheinoperierten Tieren besaßen alle Infarkttiere ein deutlich erho¨htes Herzge-
wicht (Signifikanzniveau jeweils p < 0, 001 (Mi vs. sham)). Knockout-Tiere mit In-
farkt wiesen von allen Gruppen das gro¨ßte Herzgewicht auf (Herz- zu Ko¨rpergewicht
Verha¨ltnis 7,55± 0,6mg/g ko Mi vs. 5,56± 0,23mg/g Wt Mi und 5,73± 0,4mg/g
tg Mi, p < 0, 01 ko Mi/Wt Mi, p < 0, 86 tg Mi Wt Mi). Das Herzgewicht der
transgenen Ma¨use mit Myokardinfarkt unterschied sich nicht signifikant zu dem der
Wildtyp-Tiere mit Myokardinfarkt (p = 0, 86).
Quotient Herzgewicht-Tibiala¨nge
Die Ergebnisse dieser Messung, welche in Abbildung 4.12 auf S. 67 dargestellt sind,
korrelierten mit den vorangegangenen Ergebnissen des Quotienten von Herzgewicht
zu Ko¨rpergewicht (s. Abbildung 4.10 auf S. 65). Auch hier zeigten die knockout-
Tiere die gro¨ßte Massenzunahme der Herzen im Vergleich zu den anderen beiden
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p < 0,01p < 0,01
Abbildung 4.10: Gemitteltes Herzgewicht (mg) der sechs Tiergruppen im
Verha¨ltnis zum gemittelten Ko¨rpergewicht (g) (Heart weight to
body weight). Nach dem To¨ten wurden die Ko¨rper der Tie-
re gewogen, anschließend das Herz entnommen und ebenfalls
gewogen. Anhand des Quotienten von Herzgewicht (mg) zu
Ko¨rpergewicht (g) ließ sich zeigen, dass Calsarcin-1 knockout-
Ma¨use (ko Mi) ein erheblich gro¨ßeres Herzgewicht besaßen als
die Ma¨use der anderen beiden Infarktgruppen (Calsarcin-1 trans-
gene Ma¨use (=tg Mi) und Wildtyp-Infarktma¨use (= wt Mi);
p < 0,01). Deutlich war auch der generelle Unterschied in Be-
zug auf diesen Quotienten zwischen den drei Gruppen der In-


















































Abbildung 4.11: Der Quotient aus Herzgewicht (mg) und Tibiala¨nge (mm) gibt –
neben dem Quotienten von Herzgewicht zu Ko¨rpermasse – Aus-
kunft u¨ber eine relative Massenzunahme der Herzen. Die Er-
gebnisse decken sich mit den Messungen des Quotienten von
Herzgewicht zu Ko¨rpergewicht. Bei den knockout-Ma¨usen, die
einer Infarktoperation unterzogen wurden, zeigt sich die ausge-
pra¨gteste Hypertrophie der Herzen. Die geringste Massenzunah-
me in den drei Infarktgruppen la¨sst sich bei den Tieren erkennen,
die das Z-Scheibenprotein Calsarcin-1 u¨berexprimieren. Als Re-
ferenz dienten die drei Gruppen der scheinoperierten Ma¨use.
Infarktgruppen (Herzgewicht zu Tibiala¨nge 12,4mg/mm ko Mi vs. 10,11mg/mm
Wt Mi und 10,02mg/mm tg Mi, p < 0,001 ko Mi Wt Mi, p < 0,27 tg Mi Wt Mi).
Deutlich waren auch hier die Unterschiede zwischen den drei Infarktgruppen und
den jeweiligen scheinoperierten Tieren (p < 0,001). Die Gruppen der scheinope-
rierten Ma¨use unterschied sich nicht (7,99± 0,23mg/mm; p nicht signifikant). Beide
Abbildungen (4.10 auf S. 65 und 4.11 auf S. 66) spiegeln einheitlich die Zunahme des
relativen Herzgewichtes infarktoperierter Ma¨use als Beweis fu¨r die Hypertrophie der
Ma¨useherzen wider. Die gro¨ßte Massenzunahme la¨sst sich beide Male bei den Tieren
beobachten, bei denen Calsarcin-1 nicht exprimiert wird und die gezielt biomechani-
schem Stress durch eine Infarktoperation ausgesetzt wurden. Dieses Ergebnis findet
sich auch in Abbildung 4.12 auf S. 67. In ihr werden die makroskopischen Befun-
de den histologischen (s. Kapitel 4.3.2 auf S. 67) gegenu¨bergestellt. Die ersten drei
Herzen (betrachtet von rechts nach links) und die dazugeho¨rigen HE-Schnitte in
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PSfrag
wt tg ko wt tg ko
sham sham sham Mi Mi Mi
Abbildung 4.12: Fotografien von Herzen aller sechs Tiergruppen mit dazu-
geho¨rigen HE-Schnitten fu¨nf Wochen nach der Operation. Von
links nach rechts sind die Herzen und Schnitte wie folgt angeord-
net: Wildtyp-scheinoperiert, Calsarcin-1 transgen scheinoperiert,
Calsarcin-1 knockout-scheinoperiert, Wildtyp-Infarkt, Calsarcin-
1 transgen Infarkt, Calsarcin-1 knockout-Infarkt. Wa¨hrend sich
die Herzen der scheinoperierten Ma¨use in Gro¨ße und Ausse-
hen nicht unterscheiden, ist eine deutliche Vergro¨ßerung des
knockout-Infarkt Herzens zu erkennen im Vergleich zu den bei-
den anderen Infarktgruppen.
der zweiten Reihe repra¨sentieren die Gruppen der scheinoperierten Ma¨use. Die drei
Abbildungen daneben zeigen die Gruppen der Infarkttiere (von rechts nach links:
Wildtyp-Infarkt, Calsarcin-1 transgen Infarkt, Calsarcin-1 knockout-Infarkt).
4.3.2 Histologische Analysen
Zusa¨tzlich zu den makroskopischen Untersuchungen fanden histologische Untersu-
chungen statt. Sie dienten der U¨berpru¨fung einer Hypertrophie auf zellula¨rer Ebe-
ne. Als Hypertrophiemaß wurde dafu¨r die Schnittfla¨che einzelner Kardiomyozyten
gewa¨hlt (s. dazu auch Abbildung 2.2 auf S. 8 und Abbildung 4.13 auf S. 68). Wei-
terhin wurde die Infarktnarbe vermessen und ins Verha¨ltnis zur Fla¨che des linken
Ventrikels gesetzt. Die Ergebnisse lassen sich der Abbildung 4.14 auf S. 70 entneh-
men. Dadurch sollte der Einfluss von Calsarcin-1 auf das Remodeling nach einem
Myokardinfarkt u¨berpru¨ft werden.
Zellgro¨ßen
Zu der Vermessung der Zellen s. Kapitel 3.4.3 auf S. 47. Auf zellula¨rer Ebene zeig-

















































Abbildung 4.13: Gemittelte Gro¨ßen/Querschnittsfla¨chen (µm2) der Herzmuskel-
zellen aller sechs Gruppen. Fu¨nf Wochen nach ihrer Operati-
on wurden die Ma¨use geto¨tet. Die Herzen wurden entnommen,
geschnitten und anschließend HE gefa¨rbt. Das Ausmessen der
Kardiomyozyten erfolgte nach vorherigem Digitalisieren der ein-
zelnen Schnitte u¨ber ImageJ. Von jedem Tier wurden 50 Zel-
len ausgemessen. Die ausgepra¨gteste Hypertrophie zeigten die
Tiere, die kein Calsarcin-1 exprimieren konnten und biomecha-
nischem Stress ausgesetzt wurden. Bei ihnen kam es zu einer
Vergro¨ßerung der Herzmuskelzellen gegenu¨ber den scheinope-
rierten Tieren um 43,12%. Bei den Ma¨usen, die Calsarcin-1
u¨berexprimierten, kam es nach der Infarktoperation lediglich zu
einer Gro¨ßenzunahme der Zellen von 29,12% (Mi vs. sham).
prozentual gro¨ßere Fla¨chenzunahme haben als die vergleichbare Gruppe Wildtyp-
Tiere (Verha¨ltnis der Zellgro¨ße von knockout-Infarkt-Tiere zu scheinoperierten Tie-
ren desselben Genotyps 1,43 im Gegensatz zur Zellgro¨ße der Gruppe der Wildtyp-
Tiere mit Infarkt zu der der Scheinoperierten 1,35 ). Dies bedeutet eine Vergro¨ßerung
der Herzmuskelzellen (Mi vs. sham) bei der Gruppe der knockout-Ma¨use um 43,12%.
In der Gruppe der Wildtyp-Tiere kam es zu einer Vergro¨ßerung um 34,85%, bei den
transgenen Ma¨usen um lediglich 29,12% (p < 0,001). Dies ko¨nnte ein Indiz dafu¨r
sein, dass Calsarcin-1 eine krankhafte Zellvergro¨ßerung hemmen kann. Diese Ergeb-
nisse werden in Abbildung 4.13 auf S. 68 dargestellt.
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Infarktgro¨ßen nach fu¨nf Wochen
Fu¨nf Wochen nach den Infarktoperationen wurden die Infarktnarben, der linke Ven-
trikel und der Umfang des Ventrikelseptums der HE-gefa¨rbten und in Scheiben ge-
schnittenen Herzen vermessen. Zu diesem Zeitpunkt ist das Remodeling weitgehend
abgeschlossen. Das Vermessen der Parameter erfolgte mit dem Computerprogramm
ImageJ. Die Messung erfolgte bis unterhalb der Ligatur. Das Volumen der Infarkt-
narbe wurde aus der gemessenen Fla¨che und der Anzahl und Dicke der Schnitte
ermittelt (s. Kapitel 3.4.2 auf S. 44). Das Volumen wurde ins Verha¨ltnis zum Volu-
men des jeweiligen linken Ventrikels gesetzt, das auf dieselbe Weise ermittelt wurde.
Die Ergebnisse werden in Abbildung 4.14 auf S. 70 dargestellt. Es zeigte sich, dass
Calsarcin-1 knockout-Ma¨use von den drei Infarktgruppen die gro¨ßten Infarktnar-
ben besitzen. Diese nehmen 73,41± 7,85% (koMi vs. WtMi und vs. tgMi jeweils
p < 0,05) des linken Ventrikels ein. Die Ventrikel dieser Tiere sind stark vergro¨ßert,
die Vorderwand ist extrem ausgedu¨nnt. Die Narbenbildung des linken Ventrikels fiel
bei den Wildtyp-Ma¨usen mit Infarkt deutlich geringer aus (53,71± 3,81%). Die ge-
ringste Narbenbildung wiesen Calsarcin-1 transgene Ma¨use fu¨nf Wochen nach der
Infarktoperation auf (48,60± 6,04% (p = 0,5 tgMi vs. WtMi)).
4.3.3 Molekulare Untersuchungen
Merkmale einer Hypertrophie sind eine Vergro¨ßerung der Kardiomyozyten, eine ge-
steigerte Proteinsynthese und eine Umgestaltung des Sarkomers. Es kommt auf
molekularer Ebene zu einer Reaktivierung des fetalen Genprogramms und einem
vera¨nderten Spektrum der im Herz exprimierten Gene (s. Kapitel 2.2 auf S. 8). Zu
diesen za¨hlen vor allem kontraktile Proteine der Herzmuskelzellen wie α-MHC und
α-skeletal Actin sowie die Peptidhormone ANP (atriale natriuretisches Peptid) und
BNP (Brain natriuretic peptide).
Atriales natriuretisches Peptid (ANP)
In Abha¨ngigkeit vom Schweregrad einer Herzinsuffizienz kommt es zur Expression
natriuretischer Peptide.
In der vorliegenden Arbeit wurde auf RNA-Ebene untersucht, ob bei den in-
















Abbildung 4.14: Prozentuale Darstellung der vermessenen Infarktfla¨chen im
Verha¨ltnis zu den jeweiligen Fla¨chen der linken Ventrikel. Die
Infarkttiere, die das Z-Scheibenprotein Calsarcin-1 nicht ausbil-
den ko¨nnen, weisen die gro¨ßte Infarktnarbe auf (ko Mi vs. Wt Mi
und tg Mi jeweils p < 0,05). Die Wildtyp-Ma¨use weisen dagegen
eine moderatere Narbenbildung auf. Bei denjenigen Ma¨usen, die
Calsarcin-1 u¨berexprimieren, fa¨llt die Bildung einer Infarktnarbe
am geringsten aus.
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Abbildung 4.15: Ausschnitt des Dot Blots 96 Stunden nach Auflegen auf einen
Ro¨ntgenfilm. In der oberen Reihe wurde nur RNA von Wildtyp-
Tieren aufgetragen, in der unteren Reihe nur RNA von Calsarcin-
1 knockout-Ma¨usen. Die ersten drei Proben stammen jeweils von
scheinoperierten Tieren, die letzten drei von Ma¨usen mit Myo-
kardinfarkt. Als Primer diente in diesem Ausschnitt ANP. Die
radioaktive Markierung erfolgte mit 32P.
rung der Konzentration von ANP auf RNA-Ebene konnte im Herzgewebe solcher
Tiere nachgewiesen werden, die einer Infarktoperation unterzogen wurden. Dies ge-
schah mittels eines Dot Blots. Abbildung 4.15 auf S. 71 zeigt den Dot Blot nach
96 Stunden nach Auflegen auf einen Ro¨ntgenfilm. Die abgelesenen Daten ko¨nnen
Abbildung 4.16 auf S. 72 entnommen werden. Dabei zeigt sich, wie bereits schon
von Frey et al. (2004) erwa¨hnt wurde, dass die Calsarcin-1 knockout-Tiere bereits
im ungestressten Zustand einen erho¨hten Spiegel von ANP besitzen (ko sham 1,73
vs. ko Mi 3,34 ). Bei den Calsarcin-1 knockout-Ma¨usen kam es zu einer Steigerung
der ANP-Konzentration im Myokardgewebe von 92,99%. Bei den Wildtyp-Tieren
war dagegen nur eine Steigerung von 52,31% zu messen. Deutlich signifikant war
der Unterschied zwischen knockout-Ma¨usen mit Infarkt und den scheinoperierten
Tieren dieses Genotyps (ko Mi 3,34 vs. ko sham 1,73 , p < 0,05). Ebenso war der
Unterschied zwischen den knockout-Ma¨usen mit Infarkt und den Wildtyp-Tieren
mit Infarkt signifikant (p < 0,05).
Die Ergebnisse des Dot Blots konnten durch die Ergebnisse der Real-Time PCR
untermauert werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.17 auf S. 73 dargestellt.
Fu¨r diese wurden ebenfalls keine Calsarcin-1 transgenen Tiere verwendet, weshalb
auch hier nur vier Gruppen (wt sham, ko sham, wt Mi, ko Mi) dargestellt sind. Hier
wird ebenfalls deutlich, dass bereits scheinoperierten Calsarcin-1 knockout-Ma¨use
eine fast 14-fach ho¨here ANP Konzentration im Myokardgewebe aufweisen als die
scheinoperierten Wildtyp-Tiere (13,25 (ko sham) vs. 1,00 (wt sham); p < 0,001).













































Abbildung 4.16: Auswertung des Dot Blots, 96 Stunden nach Auflegen auf einen
Ro¨ntgenfilm. Fu¨r diesen wurden keine Calsarcin-1 transgenen
Ma¨use verwendet. Deshalb sind lediglich vier verschiedene Grup-
pen (wt sham, ko sham, wt Mi, ko Mi) dargestellt. Der ermittelte
Wert der scheinoperierten Wildtyp-Tiere wurde als Nullwert ge-
setzt. Alle anderen Werte wurden gegen ihn normalisiert.
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Abbildung 4.17: Darstellung der ausgewerteten Real-Time PCR Daten. Pro
Gruppe wurde die cDNA von insgesamt zwo¨lf Tieren verwendet.
Der Wert der scheinoperierten Wildtyp-Tiere wurde als Null-
linie gesetzt. Alle anderen Werte wurden gegen diesen norma-
lisiert. Wie bereits schon im Dot Blot gezeigt, haben auch hier
die scheinoperierten knockout-Tiere einen deutlich ho¨heren Wert
von ANP als die scheinoperierten Wildtyp-Ma¨use. Bei den Tie-
ren, die einer Infarktoperation unterzogen wurden, kommt es zu
einer Aktivierung des fetalen Genprogramms. Dies fu¨hrt zu einer
deutlichen Erho¨hung der ANP Expression.
Tieren desselben Genotyps einen 2,2-fach ho¨heren ANP Wert auf (28,63 (ko Mi) vs.
13,25 (ko sham); p < 0, 001). Deutlich war der Unterschied zwischen den Wildtyp-
Ma¨usen mit Infarkt und den scheinoperierten Tieren desselben Genotyps (4,62 (Wt
Mi) vs. 1,00 (wt sham); p < 0,05).
Rcan1-4 (fru¨her MCIP1.4 (myocyte-enriched calcineurin interacting
protein))
Rcan1-4 ist – ebenso wie Calsarcin-1 – ein Inhibitor von Calcineurin. Als Antwort
auf aktiviertes Calcineurin bei Druckbelastung oder vermehrter Beanspruchung wird
Rcan1-4 im Herzen heraufreguliert.
In dieser Arbeit wurde die Expression von Rcan1-4 auf Proteinebene untersucht.
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Rcan1-4 ist eine splicing-Variante, die nahezu spezifisch von Calcineurin reguliert
wird. Zur Detektion des Rcan1-4 Proteins wurde ein Odyssey® Imaging System der
Firma LI-COR Biosciences GmbH verwendet. Mit diesem ko¨nnen Western Blots
ausgewertet werden. Dabei misst das Gera¨t die Fluoreszenz des Probematerials im
Infrarotbereich. Vorteil dieses Systems ist die gleichzeitige Detektion von zwei An-
tiko¨rpern unter der Voraussetzung, dass zwei unterschiedliche Zweitantiko¨rper zur
Verfu¨gung stehen (s. dazu auch Kapitel 3.4.4 auf S. 48). Der fu¨r Tubulin ermittelte
Wert wurde in der vorliegenden Arbeit als Nullwert angesehen. Alle anderen Werte
wurden in Relation zu dieser Nulllinie gesetzt. Gegen diesen Antiko¨rper wurden die
vermessenen Banden des polyklonalen Rcan1-4-Antiko¨rpers normalisiert. Wie aus
Abbildung 4.18 auf S. 75 zu entnehmen ist, stellt sich der monoklonale Tubulinan-
tiko¨rper rot dar, der polyklonale Rcan1-4-Antiko¨rper gru¨n (s. Kapitel 3.4.4 auf S.
48). Die Ergebnisse der Messungen sind in Abbildung 4.19 auf S. 76 dargestellt.
Rcan1-4 ist bei den knockout-Ma¨usen mit Infarkt gegenu¨ber den scheinoperierten
Tieren aus dieser Linie signifikant erho¨ht (ko Mi vs. ko sham p < 0,05). Demge-
genu¨ber ist das Calcineurin abha¨ngige Protein in der Gruppe der Wildtyp-Tiere
nur geringfu¨gig heraufreguliert (ko Mi vs. Wt MI p < 0,01). Deutlich signifikant
unterscheiden sich die beiden Infarktgruppen (ko Mi 4,3± 0,5 vs. Wt Mi 2,3± 0,3 ;
p < 0,01).
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Tubulin
MCIP
Wildtypsham Wildtyp Infarkt Knockout sham Knockout Infarkt
MCIP1.4
Abbildung 4.18: Ausschnitt aus einem Western Blot. Die Verwendung des
Infrarot-Lasersystem Odyssey® ermo¨glicht die gleichzeitige De-
tektion zweier unterschiedlicher Zielproteine. Die obere Leiste
zeigt αTubulin bei 44KD. Das Protein stellt sich durch den
monoklonalen Antiko¨rper bei 700 nm rot da. Gru¨n (800 nm)
ist die Doppelbande von Rcan1-4 bei 30KD zu erkennen. Die
ersten zwei Banden stammen von dem Protein scheinoperier-
ter Wildtyp-Tiere, die na¨chsten zwei Banden von Wildtyp-
Tieren mit Infarkt. Danach wurden zwei Proben von Calsarcin-1






























Abbildung 4.19: Darstellung der ausgemessenen Fla¨chen des oben gezeigten Wes-
tern Blots (Abbildung 4.18 auf S. 75). Die ermittelten Wer-
te von Tubulin wurden als Nullwert angesehen. Alle anderen
Werte sind gegen diesen in Relation gesetzt (normalisiert). Be-
reits bei den ungestressten Calsarcin-1 knockout-Ma¨usen la¨sst
sich ein erho¨hter Wert des Proteins Rcan1-4 messen. Wie
Calsarcin-1 ist Rcan1-4 ein direkter Inhibitor von Calcineurin.
Durch vermehrte Druck- oder Volumenarbeit des Herzens wird
Calcineurin heraufreguliert. Vermutlich durch einen endogenen
Feedback-Mechanismus wird dadurch auch Rcan1-4 heraufregu-
liert. Bei den Tieren, die Calsarcin-1 nicht exprimieren ko¨nnen
und die einer Infarktoperation unterzogen wurden, la¨sst sich ei-
ne u¨berproportionale Aktivita¨t von Rcan1-4 nachweisen (ko Mi
vs. ko sham p < 0,05). Bei den Wildtyp-Ma¨usen mit Infarkt
kommt es gegenu¨ber den scheinoperierten Ma¨usen aus derselben
Linie ebenfalls zu einer Steigerung der Rcan1-4 Aktivita¨t. Diese
fa¨llt allerdings moderater aus.
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5.1 Ziel der Arbeit
Noch immer stellen Erkrankungen der Koronargefa¨ße und der Myokardinfarkt eine
der Haupttodesursachen in den Industriela¨ndern dar (s. Kapitel 1 auf S. 1). Als
Folge dieser Erkrankungen treten Umbauvorga¨nge im Herzmuskel auf (s. Kapitel 2.2
auf S. 8). An diesem sog. Remodeling ist auf molekularer Ebene die Phosphatase
Calcineurin maßgeblich beteiligt (s. Kapitel 2.5 auf S. 21).
Ziel der Arbeit ist es anhand zweier Calsarcin-1 Mausmodelle (transgen und knock-
out)und einem Wildtyp-Ma¨usestamm zu u¨berpru¨fen, ob Calsarcin-1 aufgrund seiner
Calcineurin-modulatorischen Wirkung und seiner Beteiligung am kardialen Deh-
nungssensor das Ausmaß des myokardialen Remodelings nach Myokardinfarkt posi-
tiv beeinflussen kann.
5.2 Kritische Beurteilung des
Untersuchungsmaterials und der
Untersuchungsmethoden
Verwendet wurden ausschließlich Ma¨use in einem Alter zwischen acht und zwo¨lf
Wochen. Alle Tiere wurden im Tierstall der Universita¨t Heidelberg (Interfakulta¨re
biomedizinische Forschungseinrichtung) geboren und verblieben bis zu ihrer To¨tung
dort (s. Kapitel 3.1 auf S. 29). Alle Tiere waren zum Zeitpunkt ihrer Operation
gesund. Eine eindeutige und zweifelsfreie Dokumentation der Arbeitsschritte und
Zuordenbarkeit der Tiere und deren Gewebsproben ist zu jedem Zeitpunkt gegeben.
In der vorliegenden Arbeit wird erstmalig gezeigt, dass Calsarcin-1 auch in-vivo
einen positiven Effekt auf das Remodeling nach einem Myokardinfarkt besitzt (fu¨r
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den in-vitro-Nachweis s. Frey et al. (2004)). Calsarcin-1 knockout-Tiere mit Myo-
kardinfarkt besitzen von allen untersuchten Mausgruppen bei gleichen Ausgangsbe-
dingungen eine deutlich schlechtere Pumpfunktion des Herzens und einen gro¨ßeren
enddiastolischen Diameter. Außerdem zeigen diese Tiere eine deutliche Myozytenhy-
pertrophie und eine ausgepra¨gtere linksventrikula¨re Dilatation. Die makroskopischen
Ergebnisse werden durch die molekularen Ergebnisse untermauert. Die Calsarcin-1
knockout-Ma¨use mit Infarkt weisen eine erho¨hte MCIP und ANP Aktivita¨t auf.
Alle in die Beurteilung eingegangenen Ma¨use wurden einer Operation unterzogen.
Dies war entweder eine Scheinoperation oder eine Infarktoperation (s. Kapitel 5.3.2
auf S. 79). Kein Tier blieb unoperiert. Ein mo¨glicher Einfluss des Vorgangs der Ope-
ration auf die weiteren Untersuchungsergebnisse ist somit nicht zu beurteilen. Fu¨r
jede Maus wurde ein Operationsprotokoll angelegt. Dadurch konnten Abweichungen
in den Ergebnissen in Bezug auf den Operationsverlauf besser beurteilt werden. Zu
einem Ausschluss der operierten Ma¨use aus den weiteren Untersuchungen kam es,
wenn mindestens eines der auf S. 41 gelisteten Kriterien nicht erfu¨llt war. Diese
Tiere tauchen in keiner Ergebnisstatistik auf.
Fu¨nf Wochen nach der Operation wurde jede Maus einer Ultraschalluntersuchung
durch Prof. Norbert Frey unterzogen. Die einzigen Ma¨use, die nicht geschallt wurden,
waren diejenigen, die einen Tag nach ihrer Operation fu¨r die Evans-blue Fa¨rbung
geopfert wurde. Fu¨r diese Fa¨rbung wurde in einem finalem Versuch den narko-
tisierten und infarktoperierten Ma¨usen mittels Katheter der Farbstoff Evans-blue
u¨ber die Aorta in das noch schlagende Herz injiziert. Dieser Farbstoff fa¨rbt das
noch durchblutete Gewebe blau an. Nach der To¨tung wurden die Herzen mit einem
zweiten Farbstoff (Tetrazoliumchlorid) gefa¨rbt. Dieser reduziert im vitalen Gewe-
be vorhandenes NADPH und NADH und fa¨rbt dieses Gewebe rot an. Somit fa¨rbt
sich durchblutetes vitales Gewebe blau, nicht mehr durchblutetes Gewebe, welches
aber noch energiereiche Phosphorverbindungen entha¨lt, rot an und der eigentliche
Infarkt bleibt weiß (s. Kapitel 3.4.2 auf S. 44). Die Tatsache, dass diese Ma¨use kei-
ner Ultraschalluntersuchung unterzogen wurden, hat aufgrund ihrer geringen Anzahl
statistisch keinerlei Auswirkung.
Die nach der To¨tung entnommenen Herzen wurden fu¨r die Evans-blue-Tetrazolium
Fa¨rbungen zuerst in Stickstoff konserviert, damit sich die Schnitte bei der Fa¨rbung
mit Tetrazoliumchlorid nicht verziehen konnten. Daher sind die Ergebnisse der
Vermessungen der verschiedenen Areale nicht auf Schrumpfungsprozesse wa¨hrend
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des Fa¨rbens zuru¨ckzufu¨hren. Die Herzen, die Verwendung fu¨r HE-Schnitte fan-
den, wurden sofort nach dem Wiegen in 4%igem Formalin fixiert. Artefakte in
den histologischen Untersuchungen sind damit sicher nicht auf autolytische Pro-
zesse zuru¨ckzufu¨hren. Gleiches gilt auch fu¨r die Herzen, die fu¨r RNA- und Pro-
teinuntersuchungen verwendet wurden. Diese wurden sofort nach dem Entnehmen
und Wiegen in flu¨ssigem Stickstoff konserviert. Bis zu ihrer Verarbeitung wurden
sie bei −80 °C gelagert. Es wurde streng darauf geachtet, bei den weiteren Ver-
arbeitungsschritten RNAse freie Arbeitsgera¨te und -pla¨tze zu verwenden. Bei der
Proteinpra¨paration wurde die Ku¨hlkette strikt eingehalten. Daher sind die Befunde,
vor allem die mikrobiologischen auf RNA- und Proteinebene, nicht auf autolytische
Artefakte zuru¨ckzufu¨hren.
5.3 Kritische Untersuchung der Arbeitshypothese
5.3.1 In-vivo Infarktmodell der Maus
Bereits 1995 wurde von Michael et al. erstmals dieses Infarktmodell an Ma¨usen
erprobt und hat seitdem zunehmend an Bedeutung gewonnen (s. dazu auch Kapitel
2.6.1 auf S. 24). Dies liegt nicht nur an der großen anatomischen und genetischen
A¨hnlichkeit zwischen Maus- und Menschenherz. Auch mit anderen ho¨her entwickel-
ten Sa¨ugetieren teilt es viele pathologische Gemeinsamkeiten (Smith und Nut-
tall 1985; Hasenfuss 1998) und liefert in den Studien vergleichbare Ergebnisse
(Pfeffer und Braunwald 1990; Hasenfuss 1998). Nicht zuletzt ist die Haltung
und Reproduktion von Ma¨usen einfacher und o¨konomischer als bei ho¨her entwickel-
ten Sa¨ugetieren und aus Sicht des Tierschutzes Versuchen mit diesen vorzuziehen
(s. Bundestierschutzgesetz).
5.3.2 Infarktoperation
Ein großer Teil der Reproduzierbarkeit und somit auch der Aussagekraft dieses In-
farktmodells ha¨ngt von der Erfahrung des Operateurs ab. Da der Operationssitus
einer 30 g schweren Maus nur sehr beengte Raumverha¨ltnisse bietet, bedarf jeder
Handgriff großer Sorgfalt und U¨bung. Eine zusa¨tzliche Schwierigkeit bei der Ligatur
der LAD bestand darin, dass das Gefa¨ß selbst bei Wurfgeschwistern unterschiedli-
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che Verlaufsformen annehmen kann (s. Michael et al. (1995) und Abb. 2.4 auf S.
26). Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse kann an zwei Faktoren gemessen wer-
den: Zum einen an der Letalita¨tsrate und zum anderen an der geringen Variabilita¨t
der Koronarligatur. Die U¨berpru¨fung, ob bei allen Ma¨usen ein gleich großer Infarkt
gesetzt wurde, wird durch den Quotienten von Area at Risk und linkem Ventrikel
(AaR/LV) ermittelt (s. dazu Kapitel 5.2 auf S. 77). Die Letalita¨tsrate la¨sst sich gut
mit der in anderen Arbeiten vergleichen (s. Kapitel 5.3.3 auf S. 83).
Da es sich bei dem Remodeling des Herzens nach einem Herzinfarkt um ein sehr
komplexes Geschehen handelt, das erst nach einigen Wochen weitgehend abgeschlos-
sen ist, wurde fu¨r die Versuche das in den Kapiteln 2.6 auf S. 24 und Kapitel 3.3
auf S. 36 vorgestellte in-vivo Infarktmodell gewa¨hlt. Dazu wurde unter Sichtkontrol-
le bei ana¨sthesierten und beatmeten Ma¨usen der Ramus interventricularis anterior
(LAD) der linken Koronararterie permanent abgebunden. Bei den scheinoperierten
Ma¨usen wurde lediglich die LAD unterminiert, ohne den Faden jedoch zu verknoten.
Fu¨nf Wochen nach der Operation wurden die Tiere fu¨r weitere Analysen geto¨tet.
Das Modell besitzt den Anspruch, physiologische und pathophysiologische Abla¨ufe,
die wa¨hrend und nach einem Myokardinfarkt stattfinden, mo¨glichst realita¨tsnah wi-
derzuspiegeln. Dadurch sollte die klinische Relevanz der Ergebnisse erho¨ht und die
Auswirkungen auf den Gesamtorganismus besser gewa¨hrleistet werden.
Entgegen der Studien, in denen ein Kryoinfarkt verwendet wurde (van den Bos
et al. 2005), wurde in dieser Arbeit Wert darauf gelegt, die Versuchsbedingungen so
realistisch wie mo¨glich zu gestalten. Bei einem Kryoinfarkt wird durch die Verwen-
dung eines Stickstoffstempels bei allen Tieren ein garantiert gleich großer Infarkt
gesetzt. Die entstehende Nekrose a¨hnelt einer Koagulationsnekrose, wie sie bei einer
Ischa¨mie und somit bei einem Myokardinfarkt auftritt. Allerdings fa¨llt das anschlie-
ßende Remodeling moderater aus (van den Bos et al. 2005). Da jedoch auf dem
Remodeling der Schwerpunkt in der vorliegenden Arbeit lag, wurde von dieser Me-
thode abgesehen. Eine der wichtigsten Determinanten fu¨r das Reproduzieren der
physiologischen Ergebnisse stellt die Ko¨rpertemperatur dar. Da allerdings vom Ein-
setzen der Injektionsnarkose bis zum Wiedererlangen der Geh- und Stehfa¨higkeit
bei jedem Tier weniger als 15min vergingen und somit nicht davon auszugehen war,
dass dabei betra¨chtliche Auswirkungen auf das ischa¨mische Myokard entstanden,
wurde auf eine U¨berwachung der Ko¨rpertemperatur verzichtet (Tarnavski et al.
2004). Bei weiteren Parametern wie pH, pCO2 und pO2, die ebenfalls Einfluss auf die
80
5.3 Kritische Untersuchung der Arbeitshypothese
Infarktgro¨ße nehmen ko¨nnen, orientierte man sich durch eingestellte Beatmung an
fu¨r Ma¨use optimierten physiologischen Bereichen (Erhardt et al. 1984). Wa¨hrend
z.B. bei Erhardt et al. (1984) Pentobarbital wegen seiner geringen kreislaufde-
pressiven Wirkung als Ana¨sthetikum verwendet wird, wurde in dieser Arbeit zur
Pra¨ana¨sthesie Ketamin und Medetomidin verwendet (s. dazu Kapitel 3.3 auf S. 36).
Reflexe zur U¨berpru¨fung der Narkosetiefe
Nach der Verabreichung der Pra¨ana¨sthetika und dem Einsetzen der Narkose fand die
U¨berpru¨fung der chirurgischen Toleranz bei der Maus durch Auslo¨sen des Zwischen-
zehenreflexes statt. Dieser gilt als sensitivster Reflex zur U¨berpru¨fung der chirurgi-
schen Toleranz (Green und Kay 1979). Weitere Mo¨glichkeiten fu¨r die U¨berpru¨fung
der chirurgischen Toleranz bei diesen Kleinnagern sind das Kneifen des Schwanzes,
der Haut und der Zehen. Die Kontrolle weiterer Reflexe wie des Corneal- und des
Lidreflexes sind mo¨glich. Allerdings liefern diese bei der Maus keine zuverla¨ssige
Aussage u¨ber die Narkosetiefe (Arras et al. 2001).
Wahl der Narkosemittel
Die Auswahl der Narkosemittel war eine Herausforderung in der vorliegenden Ar-
beit. Auf der einen Seite musste eine ausreichende Analgesie und Ana¨sthesie er-
reicht werden, sodass Rippen durchtrennt werden konnten und die Tiere am offenen
Brustkorb operiert werden konnten. Auf der anderen Seite musste immer darauf
geachtet werden, dass die Ko¨rpertemperatur der Ma¨use durch die Narkose nicht
kritisch beeinflusst wurde. Intra- und postoperative Hypothermie fu¨hrt nicht selten
zum Versterben der Ma¨use, die aufgrund ihrer großen Ko¨rperoberfla¨che relativ zur
Ko¨rpermasse, schnell Ko¨rperwa¨rme verlieren (Michael et al. 2004). Deshalb wurde
auch eine Narkose gewa¨hlt, die teilweise antagonisierbar war. Dies sollte eine schnelle
Mobilisation und anschließende Futteraufnahme der Tiere gewa¨hrleisten. In vielen
Arbeiten wird mit Pentobarbital als Mononarkose gearbeitet. Da Pentobarbital der
Familie der Barbiturate angeho¨rt und deshalb keinerlei analgetische Eigenschaften
besitzt (Forth et al. 2001) wurde von diesem Narkosemittel abgesehen. Gleiches
gilt fu¨r das Narkosegas Isofluran, welches in einigen Versuchsaufbauten als einzi-
ges Ana¨sthetikum fu¨r Operationen zum Einsatz kommt (Forth et al. 2001). Da,
wie bereits weiter oben beschrieben, bei der Operationen sogar ein Rippenknochen
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durchtrennt wurde, musste eine ausreichende Analgesie gewa¨hrleistet werden.
Zur Narkoseeinleitung wurde den Tieren eine Mischspritze mit Medetomidin und
Ketamin intraperitoneal verabreicht (Flecknell 1993). Diese Kombination der
Narkosemittel eignet sich besonders fu¨r kurz andauernde Eingriffe (Cruz et al.
1998). In der vorliegenden Arbeit dauerten die Eingriffe nicht la¨nger als 15min.
Medetomidin ist ein hochpotenter, sehr spezifischer α2-Adrenozeptor-Agonist
und besitzt in seiner Substanzklasse die ho¨chste α2-Selektivita¨t (Virtanen 1989;
Flecknell 1993). Es verursacht Sedation, exzellente Muskelrelaxation und Analge-
sie. Allerdings kommt es auch zu einer Kreislauf- und Atemdepression und Hypother-
mie (Michael et al. 2004). Des Weiteren ist die Analgesie, deren Wirkungsgrad bei
den verschiedenen Spezies stark variiert, ohne Zusatz eines weiteren Analgetikums
fu¨r eine chirurgische Toleranz nicht ausreichend. In Kombination mit Inhalations-
ana¨sthetika kommt es allerdings zur Potenzierung der Wirkungen. Bereits kurz nach
der Applikation von Medetomidin kommt es aufgrund der hohen α2-Selektivita¨t
zu einer Vasokonstriktion mit einem signifikant la¨nger anhaltenden Blutdruckan-
stieg. Dieser initialen Hypertension folgt eine Phase der Hypo- oder Normotension
durch Gegenregulation der Barorezeptoren (zentrale α2-Adrenozeptoren). Zusa¨tzlich
kommt es bei allen untersuchten Tierarten zu einer massiven Bradykardie als Fol-
ge einer initialen Vagusstimulation u¨ber den Barorezeptorreflex (Flecknell 1993;
Cruz et al. 1998). Medetomidin wurde Xylaxin vorgezogen, da es in der Wirkstoff-
gruppe der Thiazinaine eine 10-mal gro¨ßere Spezifita¨t gegenu¨ber den α2-Rezeptoren
besitzt (Michael et al. 2004).
Das Cyclohexanonderivat Ketamin za¨hlt zu den dissoziativen Ana¨sthetika. Im Ge-
gensatz zu Haus- und Nutztieren bewirkt Ketamin bei Ma¨usen und Ratten sogar in
ho¨chster empfohlener Dosierung eine tiefe Sedation, aber keine ausreichende Analge-
sie und Muskelrelaxation. Des Weiteren fu¨hrt es – angewendet als Mononarkotikum
– zu hoher Mortalita¨t (Green et al. 1981; Flecknell 1993; Wixson und Smi-
ler 1997). Deswegen und aufgrund der starken Katalepsie wird Ketamin bei diesen
Kleinnagern nur in Kombination mit anderen Ana¨sthetika eingesetzt (Flecknell
1993). Weiterhin sollte bei dem Einsatz von Ketamin beachtet werden, dass es zu
einer verminderten Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und TNF-α
(Tumor Nekrose Faktor-α) in Monozyten und Makrophagen kommt. Sowohl als Mo-
nonarkotikum als auch in Kombination mit anderen Ana¨sthetika kann Ketamin zu
erho¨htem intracerebralem und intraokula¨rem Druck und schließlich zu einem Ex-
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ophthalmus fu¨hren (Zeller et al. 1998). Im Gegensatz zu anderen Ana¨sthetika hat
aber Ketamin einen stimulierenden Effekt auf das Herz-Kreislauf-System. Es be-
wirkt nach der Injektion zuna¨chst einen kurzen Blutdruckabfall, anschließend durch
Erho¨hung des Gefa¨ßwiderstandes, der Herzfrequenz und des Herzminutenvolumens
eine Hypertonie. Es besitzt antiarrhythmische Eigenschaften.
Zusa¨tzlich wurden die Ma¨use intubiert und u¨ber ein Sauerstoff-Isoflurangemisch
beatmet. Isofluran besitzt als Narkosegas ein geringes Nebenwirkungspotential und
wird schnell vom Ko¨rper ausgeschieden. Seine Effekte auf den Gehirnmetabolis-
mus und den zerebralen Blutfluss schu¨tzen das Gehirn vor Ischa¨mie und Hypo-
xie (Maekawa et al. 1986). Anders als bei anderen Inhalations- und Injektions-
ana¨sthetika wird nur ein minimaler Anteil von Isofluran u¨ber die Leber verstoff-
wechselt und ausgeschieden (Wixson und Smiler 1997) und beeintra¨chtigt den
enzymatischen Lebermetabolismus nicht (Thompson et al. 2002). Allerdings be-
wirkt Isofluran eine voru¨bergehende postoperative Immunsuppression (Markovic
et al. 1993).
Noch wa¨hrend des Zuna¨hens der Tiere wurde die Wirkung von Medotomidin aus
den oben genannten Gru¨nden antagonisiert. Damit besaßen die Ma¨use postoperativ
keine Schmerzda¨mpfung. Auf einen Einsatz von Schmerzmedikamenten u¨ber den
Zeitraum von fu¨nf Wochen bis zu ihrer To¨tung wurde bewusst verzichtet. Es sollten
damit mo¨gliche Einflu¨sse der Scherzmittel auf den Organismus und das Remodeling
nach den Infarkten vermieden werden.
5.3.3 Perioperative Sterblichkeit
Mit einer perioperativen Mortalita¨tsrate von durchschnittlich 26% u¨ber den gesam-
ten postoperativen Zeitraum von fu¨nf Wochen ist diese Arbeit gut mit der anderer
Autoren zu vergleichen (s. dazu Tabelle 3.2 auf S. 53 ). So beschreibt Michael
et al. (1995) eine Sterblichkeit von 23% in den ersten 24 Stunden bei permanenten
Infarkten und sogar eine bis zu 40%ige Sterblichkeit innerhalb von drei Wochen
durch Rupturen von Ventrikelaneurismen. In der vorliegenden Arbeit erlagen le-
diglich 23% der verstorbenen Tiere einer Ventrikelruptur. Dies entspricht 8% der
insgesamt operierten Ma¨use und gerade 13% der Tiere, denen ein Myokardinfarkt ge-
setzt wurde. Allerdings starben insgesamt 23% der infarktoperierten Wildtyp-Tiere
an einer Ventrikelruptur, wa¨hrend aus der Gruppe der knockout-Ma¨use nur 5% und
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aus der Gruppe der transgenen Ma¨use mit Infarkt nur 3% an einer Ventrikelruptur
verendeten. Fu¨r dieses Pha¨nomen fehlt bislang eine Erkla¨rung. Ein systematischer
Fehler, der durch unterschiedlich große Infarkte zustande kam, ist allerdings auszu-
schließen (s. Kapitel 5.2 auf S. 77). Der Quotient von Area at Risk zu der Fla¨che
des linken Ventrikels (AaR/LV) ist bei allen Versuchsgruppen anna¨hernd gleich groß
(41,12 ± 11,7%). Es existieren keine signifikanten Unterschiede, sodass in allen Un-
tergruppen von einem gleich großen Ischa¨mieareal ausgegangen werden kann. Eine
genetisch bedingte Ursache ist ebenfalls auszuschließen, da alle in den Versuchen
verwendeten Ma¨use denselben genetischen Hintergrund besitzen (s. Kapitel 3.1 auf
S. 29).
Durch das Versterben der Wildtyp-Ma¨use an einer Ventrikelruptur wurde aus die-
ser Gruppe ein geringerer Prozentsatz an Proben untersucht als aus den anderen
beiden Versuchstiergruppen (knockout-Ma¨use und transgene Ma¨use). Es bleibt da-
mit zu spekulieren, ob der Wegfall jener Tiere die Ergebnisse der Untersuchungen
in eine bestimmte Richtung beeinflusst ha¨tte. Da aber insgesamt die Daten von drei
Tiergruppen in die Analysen eingeflossen sind, bleibt die Qualita¨t der Interpretation
der Daten erhalten, da die transgenen Ma¨use als Kontrollgruppe der knockout-Ma¨use
dienen und umgekehrt.
Spekulative Ursache der Ventrikelrupturen
Man kann spekulieren, ob ein mo¨glicher Konturfehler in der Narbenbildung ver-
antwortlich fu¨r das vermehrte Sterben der Wildtyp-Ma¨use an einer Ventrikelruptur
ist.
Eine normal Narbenbildung verla¨uft in drei Phasen (s. dazu auch Kapitel 2.2 auf
S. 8):
• Innerhalb des ersten bis vierten Tages kommt es in der Entzu¨ndungsphase
zur Bildung eines Blutkoagels und mediatorenvermittelten Einwandern von
neutrophile Granulozyten, Fibroblasten und Monozyten in die Wunde.
• In der Granulationsphase (zweiter bis 16. Tag) stehen die Angiogenese und Ma-
trixneubildung im Vordergrund, indem insbesondere von Fibroblasten große
Mengen Kollagene und deren Vorstufen synthetisiert werden.
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• Vom fu¨nften bis zum 25. Tag kommt es zur Reifung und Organisation des Kol-
lagen. Typ-III-Kollagen wird zum gro¨ßten Teil in Typ-I-Kollagen umgewan-
delt. Eine Ausrichtung der Fasern findet statt. Durch Hemmung der Gewebe-
Metalloproteinasen (TMP) bauen Matrix-Metalloproteinasen das u¨berschu¨ssig
produzierte Kollagen wieder ab.
Eine mo¨gliche Ursache fu¨r das Versterben dieser Ma¨use um den fu¨nften Tag nach
einer Operation ko¨nnte die Bildung zuviel unreifen Kollagens vom Typ III sein
(van den Borne et al. 2009). Dadurch ha¨tte sich das Verha¨ltnis von Kollagen III
und Kollagen I in der Infarktnarbe zugunsten des Kollagens I verschoben. Dieses
ist weniger dehnungsfa¨hig und kann daher schneller einreißen (Gao et al. 2005;
Yang et al. 2008). Zum Unterscheiden der verschiedenen Kollagentypen ha¨tte eine
Picrosirius-Rot Fa¨rbung verwendet werden ko¨nnen (Whittaker 1995).
5.3.4 Quotient Herzgewicht-Ko¨rpergewicht und Quotient
Herzgewicht-Tibiala¨nge
Alle Tiere waren zum Zeitpunkt ihrer Operation vollsta¨ndig ausgewachsen. Die
endgu¨ltige Herzgro¨ße war zu diesem Zeitpunkt erreicht (s. dazu auch Kapitel 3.1
auf S. 29). Als natu¨rliche Ausgleichsreaktion des Herzens kommt es nach einem
Herzinfarkt zu einer Hypertrophie des nicht betroffenen Ventrikels (s. Kapitel 2.2
auf S. 8). Die zunehmende Faserdicke bei gleichbleibender Faserzahl fu¨hrt zu ei-
ner Zunahme des Herzgewichts. Der Quotient von Herzgewicht zu Ko¨rpergewicht
sollte auf makroskopischer Ebene Ru¨ckschlu¨sse auf eine kardiale Hypertrophie zu-
lassen. Neben dem Ko¨rpergewicht wurde das Herzgewicht im Verha¨ltnis zu der Ti-
biala¨nge der Ma¨use gesetzt. Anders als das Ko¨rpergewicht variiert die La¨nge der
Tibia nicht mit dem Gesundheitszustand der Ma¨use (s. dazu Tabelle 4.1 auf S.64).
Tiere, die durch eine Infarktoperation stark beeintra¨chtigt waren, fraßen schlech-
ter. Ihr Ko¨rpergewicht war deshalb geringer und der Quotient von Herzgewicht zu
Ko¨rpergewicht verfa¨lscht. Besonders deutlich wird dies bei den knockout Ma¨usen
mit Myokardinfarkt. Wie man Tabelle 4.1 auf S. 64 entnehmen kann, haben diese
Tiere das gro¨ßte Herzgewicht, aber ein sehr geringes Ko¨rpergewicht. Die Tibiala¨nge
variiert dagegen bei allen Tiergruppen kaum.





In dieser Studie wurden zwei unterschiedliche Methoden verwendet, um die Infarkt-
gro¨ße zu bestimmen. Diese waren wichtig, um einerseits eine qualitative Aussage
u¨ber die Infarktgro¨ßen der Ma¨use-Untergruppen, denen ein Infarkt gesetzt worden
war, treffen zu ko¨nnen. Andererseits waren sie eine wichtige Determinante zur ge-
nauen Quantifizierung der Infarkte.
Evans-blue-TTC Fa¨rbung
Nach 24 Stunden haben die Umbauvorga¨nge im Infarktareal und dem nicht vom
Infarktgeschehen betroffenem Myokard noch nicht angefangen bzw. sind noch nicht
vollsta¨ndig abgeschlossen (s. dazu auch Kapitel 2.1.5 auf S. 5). Deshalb konnten
konventionelle Fa¨rbemethoden wie Ha¨matoxylin-Eosin Fa¨rbung (HE) oder bindege-
websspezifische Fa¨rbungen (beispielsweise Elastika Fa¨rbung nach van Gieson), die
Binde- oder Narbengewebe nachweisen, hierfu¨r nicht herangezogen werden. Fu¨r die
Herzschnitte nach 24 Stunden permanenten Infarkts wurde daher die weitverbreite-
te kombinierte Fa¨rbung aus Evans-blue und TTC (Tetrazoliumchlorid) verwendet,
um fru¨he Vera¨nderungen sichtbar zu machen (Sandritter und Jestaedt 1958;
Lie et al. 1975; Kloner et al. 1981; Fishbein et al. 1981; Vivaldi et al. 1985).
Tetrazoliumchlorid ist ein Oxidationsmittel, welches farbloses Tetrazoliumsalz zu
rotem Formazan reduziert. Dazu wird NADPH oder NADP beno¨tigt. Vitales Ge-
webe, welches zum Zeitpunkt der Fixation noch NADPH/NADP entha¨lt, wird rot
gefa¨rbt. Bereits abgestorbenes Gewebe fa¨rbt sich nicht und erscheint daher blass
(Klein et al. 1981) (s. dazu auch Kapitel 5.2 auf S. 77). Nachteilig ist, dass nach
dem Infarkt einwandernde Leukozyten (Makrophagen und Granulozyten) ebenfalls
mitgefa¨rbt werden. Liegt der Infarkt zu lange zuru¨ck, erha¨lt man daher ein zu klei-
nes Infarktareal und eine zu große Area at Risk. Wird auf der anderen Seite der
Zeitpunkt der Fixation zu fru¨h gewa¨hlt, ist das NADPH/NADP im Infarktgebiet
noch nicht vollsta¨ndig verbraucht und man erha¨lt ebenfalls ein falsch negatives Er-
gebnis. Deshalb wurde bei der vorliegenden Arbeit ein Zeitraum von 24 Stunden
gewa¨hlt, um fu¨r die Fa¨rbung ein reproduzierbares Ergebnis zu erzielen. Dieser Zeit-
raum hatte sich bei a¨hnlichen Studien mit Ma¨usen als Versuchstieren als optimaler
Zeitbereich erwiesen (Michael et al. 1995). Mit diesen Einschra¨nkungen ist die
Methode a¨quivalent zur Fa¨rbung mit Propidiumjodid (Ito et al. 1997). Die gewon-
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nenen Daten hinsichtlich der Infarktgro¨ße nach 24 Stunden zeigen im Vergleich zu
anderen Studien a¨hnliche Werte. So stehen Werte fu¨r die Infarktgro¨ße im Verha¨ltnis
zu der Gro¨ße der Area at Risk (Inf/AaR) von 68,6 ± 4,4% bei Michael et al. (1995)
gegenu¨ber 88,69 ± 5,62%. Der Quotient von Infarkt im Verha¨ltnis zu der Gro¨ße des
linken Ventrikels (Inf/LV) betra¨gt bei Michael et al. (1995) 28,0 ± 2,8%. In dieser
Arbeit wurde ein Verha¨ltnis von 34,11 ± 4,22% ermittelt.
HE-Fa¨rbung
Zur Auswertung der Infarktgro¨ßen nach fu¨nf Wochen wurden die Herzschnitte HE
gefa¨rbt. Diese Methode findet in vielen Vero¨ffentlichungen Verwendung (Michael
et al. 1999; Kumar et al. 2005). Ha¨matoxylin ist ein bei niedrigem pH-Wert positiv
geladener Farbstoff. Er fa¨rbt daher negativ geladene basophile Strukturen blau, z. B.
die DNA des Kernchromatins, die RNA des endoplasmatischen Retikulums und auch
die sauren Glykosaminoglykane des hyalinen Knorpels. Eosin ist ein negativ gelade-
ner azidophiler Farbstoff, der zur Gegenfa¨rbung dient. Er fa¨rbt alle u¨brigen Struk-
turen in verschiedenen Rotto¨nen. Durch die Kombination beider Farbstoffe werden
die morphologischen Besonderheiten unterschiedlicher Gewebestrukturen und Zellen
besser erkennbar. Ein wesentlicher Prozess des Remodeling ist die vermehrte Bildung
von Bindegewebe. Dabei wird hauptsa¨chlich Kollagen vom Typ I und Typ III gebil-
det (Cleutjens et al. 1995; Zimmerman et al. 2000). Zur besseren Differenzierung
wa¨re daher eine erga¨nzende Trichrom-Fa¨rbung (beispielsweise Masson Goldner (Zell-
kern schwarzbraun, Zytoplasma orange bis rot, Interstitium gru¨n) oder van Gieson
(Zellkerne schwarz, Zytoplasma gelb, Interstitium rot)) sinnvoll gewesen. van Rooij
et al. (2004) verwenden eine AZAN Fa¨rbung, um die Infarktgro¨ße zu bestimmen.
Die durchgefu¨hrte HE Fa¨rbung reicht allerdings vollsta¨ndig, um die Dimensionen der
strukturellen Vera¨nderungen, die durch den Infarkt hervorgerufen wurden, in den
einzelnen Untergruppen zu bewerten. Dabei zeigen die Calsarcin-1 knockout-Ma¨use
mit Myokardinfarkt nach fu¨nf Wochen ein Verha¨ltnis von Infarktnarbe zur Gro¨ße
des linken Ventrikels (Inf/LV) von 73, 4%. Dies ist signifikant (p ≤ 0, 05 ) gro¨ßer ge-
genu¨ber der Infarktgro¨ße (Inf/LV) der Wildtyp-Ma¨use (53, 7%). Noch extremer wird
der Gro¨ßenunterschied zu den transgenen Tieren, die einer Infarktoperation unterzo-
gen wurden. Hier lag das Verha¨ltnis zwischen Infarkt und linkem Ventrikel (Inf/LV)
gerade bei 48, 6% (p ≤0, 05 ). Die Infarktgro¨ßen lassen sich gut mit den Messungen
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anderer Autoren vergleichen. So bestimmen van Rooij et al. (2004) nach vier Wo-
chen fu¨r Inf/LV einen Wert von 41, 3% bei ihren Wildtyp-Ma¨usen und 38, 4% bei
ihren Rcan1-transgenen Tieren. Matsushima et al. (2006) ermitteln nach 28 Tagen
55, 1% bei seinen Wildtyp-Ma¨usen vs. 56, 1% seiner Prx-3 transgenen Tiere. Der
in dieser Arbeit gemessene Unterschied zwischen der Infarktgro¨ße der Calsarcin-1
transgenen Ma¨use gegenu¨ber den zwei anderen Infarktgruppen la¨sst auf einen po-
sitiven Einfluss des Transgens auf das Remodeling schließen. Gegenu¨ber der reinen
Infarktfla¨che im Vergleich zur Fla¨che des linken Ventrikels (Inf/LV) nach 24 Stunden
(34, 11± 4, 22%) hat sich die Infarktnarbe innerhalb der fu¨nf Wochen deutlich bei
allen Infarktgruppen ausgedehnt, wobei die Narbe (Inf/LV) der knockout-Ma¨use in
diesem Zeitraum u¨ber 200% an Fla¨che gewonnen hat. Zwar hat sich die Infarkt-
fla¨che der transgenen Tiere ebenfalls vergro¨ßert, aber nicht in dem Maße wie die der
knockout-Ma¨use. Dies spricht ebenfalls fu¨r einen positiven Einfluss von Calsarcin-1
auf die Umbauvorga¨nge nach einem Myokardinfarkt und fu¨r eine verminderte Kol-
lagensynthese.
5.3.6 Zellgro¨ßen und zellula¨re Hypertrophie der
Kardiomyozyten
Um zu untersuchen, ob es bei den verschiedenen Infarktgruppen zu Unterschieden in
den Zellgro¨ßen im Sinne einer differentiellen hypertrophischen Antwort gekommen
war, wurden die bereits zur Infarktgro¨ßenbestimmung angefertigten HE Schnitte
der Herzen herangezogen. Die regula¨re Blutversorgung durch die Herzkranzgefa¨ße
erfolgt immer von außen nach innen. Das bedeutet, dass zuerst das Epikard, dann
das Myokard und zuletzt das Endokard mit Sauerstoff versorgt werden. Eine wei-
tere Besonderheit liegt darin, dass die arterioveno¨se O2-Differenz im Myokard bei
ca. 25% liegt, diese aber im koronaren System auch schon in Ruhe weitestgehend
ausgescho¨pft ist (Silbernagel und Despopoulos 2001). Die einzige Mo¨glichkeit,
den steigenden Sauerstoffbedarf des arbeitenden Myokards zu decken, besteht in ei-
ner Steigerung des Blutflusses. Eine NO-Synthase des koronaren Endothels bewirkt
eine Vasodilatation, welche eine Steigerung des Sauerstoffangebots um 300% nach
sich zieht. Man spricht hier von der Koronarreserve (Arntz et al. 2002; Erdmann
2006). Kommt es durch einen Myokardinfarkt zu einem Sauerstoffmangel, ist zuerst
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der letzten Wiese“(Arntz et al. 2002). Daru¨ber hinaus herrscht im Endokard die
gro¨ßte Druckbelastung. Dies beschleunigt den Mangel an Sauerstoff. Deshalb eignen
sich das Endokard und die Papillarmuskeln nicht zum Ausmessen der Zellgro¨ßen, da
in diesen Bereichen Apoptosen und Nekrosen u¨berwiegen (Arntz et al. 2002). Wie
bei Kramer et al. (1998) beschrieben, wurden Zellen im Randbereich der Infarkte
ausgemessen, da in diesen Bereichen die mechanische Dysfunktion mit der Hypertro-
phie der Zellen korreliert. Die ausgewa¨hlten Herzschnitte, an denen die Messungen
vorgenommen wurden, stammten alle aus der Mitte der Ventrikel. Dadurch wurden
die Bereiche ausgeschlossen, die zur Herzbasis hin oberhalb der Ligatur liegen. Auf
der anderen Seite wurden auch die Schnitte Richtung Apex hin vernachla¨ssigt, die
zuviel Narbengewebe enthalten. Bei der Ausza¨hlung wurden drei Kriterien zugrunde
gelegt:
• Die Zellen sind im histologischen Schnitt gerade getroffen
• Die Zellen lassen sich gut gegenu¨ber den benachbarten Zellen abgrenzen
• Der Zellkern liegt mittig (van Rooij et al. 2004)
Insgesamt wurden von vier Wildtyp-Tieren jeweils 50 Zellen vermessen. Aus
den Infarktgruppen wurden von jeweils sechs Ma¨usen ebenfalls 50 Zellen ver-
messen. Bei den Messungen zeigte sich, dass knockout-Ma¨usen mit Infarkt die
gro¨ßte Fla¨chenzunahme gegenu¨ber ihren scheinoperierten Wurfgeschwistern aufwie-
sen (Verha¨ltnis Zellgro¨ße ko sham / ko Mi 1,433 vs. Wt sham/ Wt Mi 1,34 ). Hochsi-
gnifikant war das Verha¨ltnis der Zellgro¨ße von knockout-Ma¨usen mit Infarkt (ko MI)
(381,77± 4,93 ) gegenu¨ber den Wildtyp-Ma¨usen mit Infarkt (Wt Mi) (336,75± 3,48 )
und den transgenen Tieren mit Infarkt (tg Mi) (315,06± 4,75 ) (jeweils p ≤ 0, 001).
5.3.7 Reaktivierung fetaler Gene
Die Expression von Genen oder Isoformen von Genen, die normalerweise fetal ak-
tiv sind, ist typisch fu¨r die Phase der kompensatorischen Hypertrophie (Hoshijima
und Chien 2002). In dieser Studie konnte eine Aktivierung des fetalen Genpro-
gramms beobachtet werden. Eines der dabei vermehrt exprimierten Gene ist ANP
(Cameron und Ellmers 2003).
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Vermehrte Expression der ANP mRNA
Insgesamt werden vier natriuretische Peptide unterschieden (s. Kapitel 2.4.1 auf S.
17): Das atriale natriuretische Peptid (ANP), das Brain natriuretic peptide (BNP),
das C-Typ-natriuretische Peptid (CNP) und das dendroaspis-natriuretische Peptid
(DNP). ANP und BNP sind kardiale Hormone mit natriuretischen, vasodilatatori-
schen und aldosteron-inhibierenden Eigenschaften. Sowohl ANP als auch BNP die-
nen als Markergene fu¨r eine eingeschra¨nkte linksventrikula¨re Funktion (Saito et al.
1987; Charloux et al. 2003). Die atrialen natriuretischen Faktoren sind eine Fa-
milie von Peptidhormonen, deren Expression im Vorhof durch steigenden Blutdruck
induziert wird (Lo¨ffler und Petrides 1998). ANP wird embryonal im gesam-
ten Herzen exprimiert, wa¨hrend im adulten Herzen nur im Atrium eine Expression
nachweisbar ist. Bei hypertrophen und dilatativen Kardiomyopathien wird die ven-
trikula¨re Expression von ANP in der kompensatorischen Hypertrophie im Rahmen
der Aktivierung fetaler Gene induziert (Mendez et al. 1987; Saito et al. 1987).
ANP wiederum aktiviert weitere Gene wie NFAT und MEF2, die eine Expression
hypertropher Gene im Zellkern stimulieren (Hoshijima und Chien 2002). Da ANP
in der sowohl bei dilatativen als auch bei hypertrophen Kardiomyopathien vermehrt
exprimiert wird, dient es als Marker fu¨r kardialen Stress (Charloux et al. 2003).
In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls mithilfe eines Dot Blots eine erho¨hte
Expression dieses Gens nachgewiesen werden. Untermauert wurde dieses Ergebnis
durch die alternative ANP Messung in der Real-Time PCR (ko Mi 10,9± 3,2 vs. Wt
Mi 2,8± 0,01 ).
Vermehrte Expression von Rcan1-4 mRNA und Protein
Calcineurin nimmt eine Schlu¨sselposition bei der Entstehung kardialer Hypertrophie
ein. Viele Bemu¨hungen gingen in den letzten Jahren dahin, Calcineurin medika-
mento¨s zu blocken. Zu den Calcineurin blockenden Medikamenten za¨hlen unter an-
derem das immunsupprimierende Tacrolimus und CyclosporinA (CsA) (Frey und
Olson 2002). Neuere Experimente mit in-vivo Mausmodellen haben eine weitere
Lo¨sung aufgezeigt, Calcineurin zu hemmen. Rcan1-4 (alte Bezeichnung: myocyte-
enriched calcineurin-interacting protein-1) hemmt die Entstehung einer kardialen
Hypertrophie, die Aktivierung des fetalen Genprogramms und das Fortschreiten
einer hypertrophen Kardiomyopathie hin zu einer dilatativen Kardiomyopathie
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(Rothermel et al. 2001; van Rooij et al. 2004). Vermutlich handelt es sich dabei
um einen endogenen negativen Feedback-Mechanismus. Frey et al. (2004) gene-
rierte Calsarcin-1 knockout-Ma¨use, die Rcan1-4 speziell im Herz u¨berexprimieren.
Durch diese Kreuzung sollte gepru¨ft werden, ob eine Hemmung von Calcineurin in
Calsarcin-1 defizienten Ma¨usen in der Lage ist, eine hypertrophe Genantwort zu
verhindern (Rothermel et al. 2001). Die Tiere besaßen eine normale Herzgro¨ße
und eine erho¨hte ANP-Konzentration (Frey et al. 2004). Frank et al. (2007b) be-
stimmt die Ho¨he der Expression von Rcan1-4. Dieser Ansatz dient der U¨berpru¨fung,
ob Calcineurin abha¨ngige Genexpression durch Calsarcin-1 erho¨ht wird. Rcan1-4 ist
wegen seines Promotor-Clusters von 15 NFAT-Bindungsstellen besonders sensitiv
gegenu¨ber erho¨hter Calcineurin-Aktivita¨t. In der vorliegenden Arbeit la¨sst sich bei
den knockout-Ma¨usen mit Infarkt eine deutliche Aktivierung von Rcan1-4 erken-
nen. Dies la¨sst auf eine vermehrte Aktivita¨t von Calcineurin in der Abwesenheit von
Calsarcin-1 schließen.
5.4 Abschließende Betrachtung
Im Rahmen der interdisziplina¨ren Verlaufsuntersuchungen (Chirurgie-Pathologie) in
Verbindung mit laborchemischen und histologischen Analysen an einem umfangrei-
chen Versuchstiergut mit umfassenden anamnestischen Daten (Op-Situs, Herzultra-
schall) konnte der Einfluss des Z-Scheibenproteins Calsarcin-1 auf das maladapti-
ve Remodeling nach einem Myokardinfarkt in-vivo dargestellt werden. Die positi-
ve Wirkung von Calsarcin-1 auf die Umbauvorga¨nge im Herzmuskel nach einem
Infarkt konnte deutlich herausgearbeitet werden. Inwieweit die Aussagen u¨ber die
Kontrollgruppe der Wildtyp-Ma¨use zutreffen, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
endgu¨ltig gekla¨rt werden, da die vermehrt auftretenden Ventrikelrupturen in dieser
Gruppe nicht untersucht wurden.
Die Ergebnisse von Herzbiopsien bei Patienten, die an einer ischa¨mischen Kardio-
myopathie erkrankt sind, zeigen bereits signifikant heraufreguliertes Calsarcin-1 und
erho¨hte ANP Werte (Frank et al. 2007a). Auch in der vorliegenden Arbeit kann bei
allen Ma¨usen mit Myokardinfarkt ein Anstieg des ANP verzeichnet werden. ANP
dient als Indikator fu¨r ein kardiales Remodeling (Frank et al. 2007a). Calsarcin-1
knockout-Ma¨use mit Myokardinfarkt zeigten den ho¨chsten ANP Anstieg und so-
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mit auch den ho¨chsten Grad an Umbauvorga¨ngen nach einem Herzinfarkt. Bei den
Ultraschalluntersuchungen zeigt sich, dass diese Tiergruppe eine u¨berma¨ßige Dila-
tation des linken Ventrikels entwickelt und eine deutlich schlechtere Pumpfunktion
des Herzens besitzt. Eine u¨berma¨ßige Hypertrophie der Calsarcin-1 knockout-Ma¨use
mit Myokardinfarkt la¨sst sich auch anhand der Zellgro¨ßen erkennen.
Zusammenfassend la¨sst sich feststellen, dass bei Calsarcin-1 knockout-Ma¨use ein
maladaptives Remodeling nach einem Herzinfarkt zu beobachten ist. Dies liegt
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Ziel dieser Arbeit war, in einem experimentellen Ansatz der Frage nachzugehen,
welche pathophysiologischen Vera¨nderungen in Bezug auf Hypertrophie und Funk-
tionalita¨t der Herzmuskulatur nach einem Myokardinfarkt durch Calsarcin-1 her-
vorgerufen werden und welchen Einfluss das Z-Scheiben-Protein in-vivo auf den
Kalzium-Calmodulin Signalweg besitzt. Fu¨r die dafu¨r durchgefu¨hrten Untersuchun-
gen konnte auf drei verschiedene Mauslinien zuru¨ckgegriffen werden (Calsarcin-1
knockout-Ma¨use, Calsarcin-1 transgene Ma¨use, Wildtypma¨use). Die vorliegende Ar-
beit baut auf den in-vitro Ergebnissen von Frey et al. (2004) auf.
Insgesamt wurden 278 Ma¨use einer Infarkt- oder Scheinoperation unterzogen. Fu¨nf
Wochen nach ihrer Operation wurde das Herz jeder Maus mittels Ultraschall vermes-
sen und auf seine Funktionstu¨chtigkeit untersucht. Anschließend wurden die Tiere
geto¨tet. Die entnommenen Herzen wurden gewogen, die entnommenen Unterschen-
kel vermessen. Insgesamt 60 Herzen wurden nach konventionellen histologischen
Verfahren HE-gefa¨rbt. 39 Ma¨use wurden 24 Stunden nach ihrer Infarktoperation
geto¨tet. Ihre Herzen wurden mit Evans-blue und Tetrazoliumchlorid gefa¨rbt. Insge-
samt gingen Gewebeproben von 67 Herzen in die Untersuchungen auf RNA-Ebene
(Real-Time PCR, Dot Blot) ein. Die Herzen von 40 Tieren konnten auf Proteinebene
(Western Blot) untersucht werden. Die echokardiologische Untersuchung der Ma¨use
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nach fu¨nf Wochen zeigte eine deutliche Dilatation des linken Ventrikels derjenigen
Tiere, die einer Infarktoperation unterzogen worden waren. Die gro¨ßte Dilatation
der drei Infarktgruppen wiesen die Ma¨use auf, die nicht in der Lage sind, das Z-
Scheiben-Protein Calsarcin-1 auszubilden (0,558 cm (ko Mi) vs. 0,494 cm (Wt Mi);
p < 0,001). Diese Ma¨use zeigten auch gegenu¨ber den anderen beiden Infarktgruppen
die ausgepra¨gteste systolische Dysfunktion (FS von 0,238% (ko Mi) vs. 0,376% (Wt
Mi) und 0,353% (tg Mi); jeweils p < 0,001). Keine Unterschiede bestanden zwischen
den Gruppen der scheinoperierten Ma¨use. Morphometrische Analysen belegten eine
deutliche Hypertrophie der Calsarcin-1 defizienten Ma¨use, die durch die Infarktope-
ration einer biomechanischen Stresssituation ausgesetzt wurden. Als Hypertrophie-
maß wurde der Quotient aus Herz- und Ko¨rpergewicht gewa¨hlt, zusa¨tzlich wurde
der Quotient aus Herzgewicht und Tibiala¨nge bestimmt. Bei beiden Messungen un-
terschied sich das Herzgewicht der knockout-Ma¨use mit Infarkt signifikant von den
anderen beiden Infarktgruppen. Fu¨r das Verha¨ltnis von Herz- zu Ko¨rpergewicht wur-
de fu¨r die drei Ma¨usegruppen ermittelt: 7,55 ± 0,6mg/g (ko Mi ), 5,56 ± 0,23mg/g
(WtMi) und 5,73 ± 0,4mg/g (tgMi), wobei p < 0,01 bei ko Mi/Wt Mi und
p < 0,86 bei tg Mi / Wt Mi. Fu¨r das Verha¨ltnis von Herzgewicht zu Tibiala¨nge
ergab sich: 12,4mg/mm (ko Mi), 10,11mg/mm (Wt Mi) und 10,02mg/mm (tg Mi)
(p < 0,001 koMi / WtMi, p < 0,27 tg Mi / WtMi). Zwischen den Gruppen der
scheinoperierten Ma¨use wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt. Auch
auf zellula¨rer Ebene wiesen die Calsarcin-1 knockout-Ma¨use mit Myokardinfarkt ei-
ne deutliche Hypertrophie auf verglichen mit den Wildtyp-Ma¨usen mit Infarkt und
den Calsarcin-1 transgenen Tieren (Zellgro¨ßenzunahme um 43,12% (koMi), 34,85%
(WtMi) und 29,12% (tgMi); jeweils p < 0,001). Von allen drei Infarktgruppen
zeigten die knockout-Ma¨use nach fu¨nf Wochen die ausgepra¨gteste Narbenbildung
(Fla¨che der Infarktnarbe in % der Fla¨che des linken Ventrikels: 73,41± 7,85% (ko-
Mi), 53,71± 3,81% (WtMi) und 48,60± 6,04% (tgMi)). U¨bereinstimmend dazu wie-
sen die knockout-Ma¨use mit Myokardinfarkt eine u¨berma¨ßige Steigerung der ANP
Produktion auf mRNA-Ebene auf. Auf Proteinebene konnte eine Steigerung der
Produktion von MCIP nachgewiesen werden (ko Mi 4,3 ± 0,5 vs. Wt Mi 2,3 ± 0,3 ;
p < 0,01). Zusammenfassend lassen die Ergebnisse auf eine gesteigerte Aktivita¨t
von Calcineurin und auf ein pathologisches Remodeling in der Abwesenheit von
Calsarcin-1 schließen. Die U¨berexpression von Calsarcin-1 scheint dagegen eine pa-
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The objective of this thesis was to investigate in an experimental approach the
pathophysiological changes induced by calsarcin-1 in relation to hypertrophy and
functionality of the heart muscle as a result of myocardial infarction. Additional-
ly, the in-vivo influence of this z-disc-protein on the calcium calmodulin signalling
pathway was analysed. For the tests carried out on three different mouse strains
could be relied on (calsarcin-1 knockout mice, calsarcin-1 transgenic mice, wild-type
mice). This study builds on the work and the in-vitro findings of Frey et al. (2004).
For this study 278 mice were undergone an infarction or sham surgery. Five weeks
after her surgery, the size of each heart was measured by means of ultrasound and
tested for functionality. Then, the animals were killed. The removed hearts were
weighed, the removed lower legs were measured by length. A total of 60 hearts were
HE-stained by conventional histological methods. 39 mices were killed 24 hours after
infarct surgery. Their hearts were strained by evans-blue and tetrazolium chlorid.
Overall, tissue samples from 67 hearts were used in the investigations at RNA level
(realtime PCR, dot blot). The hearts of 40 animals were examined at the protein
level (western blot).
Five weeks after surgery the echo-cardiological examination of the mice showed
an exaggerated left ventricular dilation of those animals which underwent a perma-
nent ligation of the left anterior descending coronary artery. The largest dilatation
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of these three infarct groups was observed in the mice lacking the z-disc-protein
calsarcin-1 (0.558 cm (ko Mi) vs. 0.494 cm (Wt Mi); p < 0.001). These mice showed
pronounced systolic dysfunction and infarction compared to the other two groups
(FS 0.238% (ko Mi) vs. 0.376% (Wt Mi) and 0.353% (tg Mi); each p < 0.001). No
differences were found between the groups of sham-operated mice. Morphometric
analysis showed a marked hypertrophy of the calsarcin-1 deficient mice that were
exposed to a biomechanical stress situation by the infarct operation. As a measure of
hypertrophy the ratio of heart and body weight was choosen. In addition, the ratio
of heart weight and tibia length was determined. In both measurements, the heart
weight of the knockout mice with infarct differs significantly from the other two
groups of infarction. For the ratio of heart to body weight of the three groups of mi-
ce the following values were determined: 7.55 ± 0.6mg/g (ko Mi ), 5.56 ± 0.23mg/g
(WtMi) and 5.73 ± 0.4mg/g (tgMi), with p < 0.01 for ko Mi/Wt Mi and p < 0.86
for tg Mi / Wt Mi. For the ratio of heart weight to tibia length the following values
were found: 12.4mg/mm (ko Mi), 10.11mg/mm (Wt Mi) and 10.02mg/mm (tg Mi)
(p < 0.001 koMi / WtMi, p < 0.27 tg Mi / WtMi). Between the groups of sham-
operated mice, no significant differences were observed. Also on the cellular level
calsarcin-1 knockout mice with myocardial infarction showed a marked hypertrophy
compared to Wild-type mice with myocardial infarction and calsarcin-1 transgenic
animals (cell size increase of 43.12% (koMi), 34.85% (WtMi) and 29.12% (tgMi);
p < 0.001). Of all three groups, the infarct-knockout mice showed the most pro-
nounced scarring after five weeks (area of the infarction scar in % of the area of
the left ventricle: 73.41± 7.85% (koMi), 53.71± 3.81% (WtMi) and 48.60± 6.04%
(tgMi). Consistent with this result the knockout mice with myocardial infarction
showed an excessive increase in ANP production at the mRNA level. On the protein
level, an increase in production of MCIP could be shown (ko Mi 4.3 ± 0.5 vs. Wt
Mi 2.3 ± 0.3 ; p < 0.01). In summary, the results of this study show an increased
activity of calcineurin and a pathological remodeling in the absence of calsarcin-1.
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